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RESUMO GERAL

COUTO, Fabiana Aparecida. Biodiversidade de fungos filamentosos isolados
de gréos de café de cultivo organico e convencional. 2010. 81p. Dissertagdo
(Mestrado em Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras.*

A qualidade inferior do café pode ser justificada pela ocorréncia de
condigdes ambientais favoraveis a incidéncia de microrganismos contaminantes,
ocorréncia de pragas e doengas, selecdo de cultivares e processamento pos-
colheita. O estudo dos fungos filamentosos é importante para fornecer
informagdes sobre fatores ambientais, qualidade microbioldgica do solo,
presenca de microrganismos de importancia biotecnologica e seguranga dos
produtos. Este estudo foi realizado com o objetivo de estudar a biodiversidade
de fungos filamentosos presentes em graos de café (Coffea arabica L.) orginico
e convencional, produzidos em fazendas do Sul de Minas Gerais. Nas amostras
de café do sul de Minas, foram encontrados trezentos e quarenta e seis isolados,
sendo encontradas 33 diferentes espécies pertencentes a 14 géneros. A maior
concentracao de fungos filamentosos foi obtida nas amostras que ndo passaram
pelo processo de desinfecgdo superficial com hipoclorito de sodio a 1%. Apds a
desinfeccdo, o indice de contaminacdo reduziu-se drasticamente. Os principais
géneros encontrados nos griaos de café foram Aspergillus, Penicillium e
Fusarium. Duas espécies encontradas neste trabalho sdo de fundamental
importancia, devido ao seu potencial toxigénico: A. ochraceus e A. flavus. Estes
fungos estdo associados a varias espécies de fungos e algumas destas espécies
sdo capazes de degradar as micotoxinas. Nas amostras de café do municipio de
Poco Fundo, foram encontrados duzentos e doze isolados flingicos, sendo
encontradas vinte e trés espécies pertencentes a onze géneros. A biodiversidade
encontrada nos graos de café organico ¢ maior do que a encontrada em graos de
café de sistema de cultivo convencional.

Palavras-chave: Biodiversidade, Fungos, Café

Orientador: Dr. Luis Roberto Batista - UFLA



GENERAL ABSTRACT

COUTO, Fabiana Aparecida. Biodiversity filamentous fungi of isolated in
coffee grains from organic and conventional crops. 2010. 81p. Dissertation
(Masters in Agricultural Microbiology) — Universidade Federal of Lavras,
Lavras.*

The inferior quality of the coffee can be justified for the occurrence of
favorable environmental conditions to the incidence of contaminating
microorganisms, control of curses and diseases, selection of you cultivate and
processing after to crops. The study of the filamentous fungi is important to
inform about environmental factors, quality microbiologic of the soil, presence
of microorganisms of biotechnological importance and safety of the products.
This study had as objective studies the biodiversity of present filamentous fungi
in samples of organic and conventional coffee (Coffea Arabic L) produced in
farms of the South of Minas Gerais. Three hundred and forty two isolated were
obtained, being found thirty three different species belonging to fourteen
genders. The largest concentration of filamentous fungi was obtained in the
samples that didn't go by the disinfection process with hypochlorite of sodium to
1%. After the disinfection, the index of contamination reduced drastically. The
main genders that were found in the coffee beans were Aspergillus, Penicillium
and Fusarium. Two species found in this healthy work of fundamental
importance due to your potential toxigenics, A.ochraceus and A.flavus. These
fungi are associated with several species of fungi and some of these are capable
to degrade the mycotoxins. Samples of coffee in the city of Poco Fundo were
obtained two hundred and twelve isolates fungus, and found twenty three species
belonging to eleven genera. The biodiversity found in organic coffee beans is
higher than that found in coffee beans from the conventional.

Key words: Biodiversity, Fungi, Coffee

Major Professor: Dr. Luis Roberto Batista — UFLA
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CAPITULO 1
BIODIVERSIDADE MICROBIOLOGICA NA PRODUCAO AGRICOLA

1 INTRODUCAO GERAL

O café ¢ um produto agricola extremamente importante para a economia
brasileira e mundial. Embora a producao de café tenha se ampliado em varias
regides do mundo, o Brasil ainda continua sendo o lider nesse tipo de produgao.
Devido a crescente concorréncia de mercado, aliada a uma maior procura por
produtos de boa qualidade, o café tem sido intensamente pesquisado, visando
obter maior valorizagdo do seu preco.

Dentre os aspectos qualitativos do café, a incidéncia de microrganismos,
como fungos, leveduras e bactérias, tem sido um dos principais fatores
envolvidos. Os frutos estdo expostos a uma diversidade de microrganismos que,
quando encontram condigdes favoraveis para se desenvolver, infectam os gréos
e ainda podem estar relacionados & ma qualidade da bebida, por alterarem seu
sabor e aroma. Além desses aspectos, os fungos podem produzir substancias
toxicas denominadas micotoxinas que, mesmo em concentragdes relativamente
pequenas, causam uma série de doengas em humanos e animais.

Dentre as micotoxinas encontradas no café, a ocratoxina A (OTA)
destaca-se por causar efeitos nefrotoxicos, hepatdxicos, imunossupresivos e
carcinogénicos.

Além de ser produzido pelo sistema convencional, o café pode ser
produzido pelo cultivo organico. O uso do sistema organico tem aumentado
devido as exigéncias dos consumidores por produtos de melhor qualidade e a
preocupacdes com o meio ambiente. Devido ao fato de ndo utilizar agrotoxicos
e, consequentemente, ndo prejudicar o ecossistema, a opgdo por esse tipo de

cultivo vem aumentando gradativamente.



Estudos conduzidos com café organico em diversos paises demonstram
que este tipo de cultivo mantém a biodiversidade de animais e microrganismos.
No Brasil, tém-se realizado varios estudos sobre a presenca de fungos
filamentosos em graos de café de cultivo convencional, principalmente aqueles
relacionados a produgdo de micotoxinas. No entanto, existe uma deficiéncia em
estudos sobre a diversidade de fungos em cafés produzidos de forma organica.

Esse tipo de pesquisa é fundamental porque, apesar de a extingdo de
espécies ser um processo natural, este tem sido intensificado devido a uma série
de fatores antrépicos. Sendo assim, no Capitulo 1, descreve-se uma revisao
sobre a importancia da biodiversidade e da riqueza dos fungos filamentosos, o
problema gerado pelo aquecimento ambiental e, com isso, 0 aumento na
extingdo de espécies. A importancia economica e ambiental dos fungos
filamentosos também foi abordada, juntamente com os seus efeitos negativos
como a producdo de micotoxinas nos graos de café, além da producgdo de café
utilizando os dois sistemas de cultivo, orgéanico e convencional. No Capitulo 2
apresentam-se os resultados dos fungos isolados nos graos de café de cultivo
organico e convencional, obtidos das amostras de Santo Antdnio do Amparo,
Poco Fundo e Campestre. Também foi realizada uma associacdo entre as
espécies toxigénicas A. ochraceus, A. flavus e outros fungos encontrados nos
graos de café organico e convencional. No Capitulo 3, demonstram-se o
isolamento e a identificagdo dos fungos filamentosos encontrados em amostras
de café organico e convencional do municipio de Pogo Fundo, MG, uma vez que
os fatores ambientais estdo diretamente envolvidos na biodiversidade

microbiologica.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biodiversidades de fungos filamentosos

A biodiversidade refere-se a interacdo de todas as espécies de
microrganismos, plantas e animais existentes dentro um ecossistema (Altiere,
1999). Os sistemas agroecoldgicos que enfatizam a conservagdo do solo, da
adgua e a recuperacdo da biodiversidade sdo necessarios para satisfazer a
crescente demanda socioecondmica e ambiental.

O numero real de fungos ¢ ainda desconhecido, no entanto, somente de
5% a 13% da estimativa global das espécies de fungos tém sido descrita (Wang
et al., 2008). A estimativa da existéncia de 1,5 milhdo de espécies de fungos ¢
realizada com base na relagdo observada entre a diversidade de plantas e a
diversidade de fungos em paises onde se realizaram estudos suficientes para
permitir uma estimativa razoavel da verdadeira diversidade (Hawksworth,
1991).

De acordo com Moreira & Siqueira (2006), a biodiversidade microbiana
ainda n3o ¢ totalmente conhecida e, consequentemente, o seu potencial
biotecnologico ainda ndo foi explorado. H4 algumas razdes para isso. Existem
muitos microrganismos que ndo podem ser identificados morfologicamente e,
até recentemente, eram identificados apenas por meio de crescimento em meios
de cultura especificos e de testes bioquimicos.

Os fungos sdo conhecidos por serem extremamente diversificados e
desempenharem diversas fungdes nos ecossistemas, como decomposicgdo,
mutualismo e patogenias. No entanto, na maioria dos casos, o papel individual
dos fungos na natureza ainda é desconhecido.

Conforme Moreira et al. (2008), os fungos representam um dos grupos

mais ricos em espécies de todos os organismos, com excegdo dos insetos. Os



fungos existentes no solo sdo muito importantes na decomposicdo € na
reciclagem de nutrientes vegetais. Por esta razdo, os fungos interagem com uma
grande comunidade microbiana, como bactérias, actinomicetos ¢ pequenos
invertebrados. Os fungos ascomicetos tém a capacidade de decompor a celulose
¢ a hemicelulose. Esses microrganismos também sdo importantes em processos
de degradagdo de xenobidticos e poluentes organicos que sao jogados no solo.

Para Schmit & Mueller (2007), além de seu papel no ecossistema, os
fungos tém grande importancia econdmica como agentes de controle bioldgico,
como produtores de acidos e enzimas, etc. No entanto, sem uma estimativa real
da diversidade de fungos, ¢ dificil determinar o nivel de redundancia de fungdes
do ecossistema fornecida pelos fungos. O impacto positivo e negativo estd
relacionado ao conjunto total de espécies fingicas. Portanto, € necessario utilizar
alguns meios para estimar o total da riqueza de espécies de fungos.

O Brasil esta entre os paises que apresentam maior biodiversidade,
sendo responsavel pela conservagdo dessas espécies de microrganismos, dos
ecossistemas naturais ¢ dos processos biologicos (Lewinsohn & Prado, 2002).
No entanto, sobre a diversidade microbiana brasileira existem poucos relatos
cientificos.

De acordo com Hole et al. (2005), a falta de conhecimento a respeito dos
microrganismos € preocupante, pois a necessidade da expansdo agricola tem
ameagado a biodiversidade devido ao aumento populacional, a agricultura
intensiva e a abundante aplicacdo de defensivos agricolas. As previsdes
realizadas sobre o elevado nimero da populagao mundial relatam que, devido ao
aumento da populagdo humana, ocorrerd maior utilizagdo das areas agricolas.
Esta intensificacdo agricola resultara em aumento na poluicdo da dgua e na
erosdo do solo e em problemas de seguranca alimentar, consequentemente,

levando ao declinio de microrganismos, vegetais ¢ animais.



Cannon (1997) afirma que existe grande necessidade de elaborar
técnicas que permitam avaliar de maneira rapida a biodiversidade. O interesse
em estudar a biodiversidade em habitats naturais ameagados é grande, pois,
existem diversas ameagas, como a exploragdo insustentavel, o desenvolvimento
urbano e a poluigdo.

Hoje em dia, a biodiversidade de organismos estd sendo ameagada por
diversos fatores ambientais e economicos.

Em estudos realizados por Chapin et al. (2000), foi demonstrado que a
queima de combustiveis fosseis e o desflorestamento tém aumentado em 30% a
concentracao de dioxido de carbono atmosférico. A concentragdo de gas metano
e de outros gases que contribuem para o aquecimento do clima praticamente
dobrou nos tultimos trés séculos. Os gases que contribuem para o efeito estufa
sd0 responsaveis por causar as mais rapidas mudancas climaticas que a Terra
tem enfrentado desde o fim da ultima era glacial. Devido a todas essas alteragdes
climaticas, a diversidade biologica também tem mudado e, por isso, muitas
espécies foram eliminadas em areas dominadas por influéncias humanas. Apesar
da extingdo ser um processo natural, ela tem aumentado drasticamente, devido
as consequéncias das atividades humanas.

Segundo Tilman et al. (2001), durante os proximos 50 anos, a rapida
expansdo agricola mundial, originada pela demanda por alimentos ¢ 0o aumento
de 50% da populagdo mundial, ira causar uma drastica mudanga ambiental. A
populagdo ira dobrar de tamanho e, consequentemente, ira dobrar a demanda por
alimentos. A eutrofizagdo, juntamente com a destruicdo do hébitat, causara
prejuizos sem precedentes, como a perda do ecossistema e a extingdo de
espécies.

A taxa de perda da biodiversidade global continua a acelerar. A opinido
dos pesquisadores ¢ a de que, até o ano de 2050, havera grande nimero de

espécies extintas (Jenkins, 2003). O aumento da perda da biodiversidade ¢



resultado das combinagdes de alteragcdo no uso da terra e alteragOes climaticas
(Thomas et al., 2004).

Chapin et al. (2000) afirmam que as alteragdes na diversidade biologica
podem reduzir as fontes de alimentos, combustiveis, recursos medicinais ou
genéticos. Essas alteragdes também podem alterar a abundéancia de outras
espécies que controlam processos do ecossistema, gerando novas alteracdes na

composi¢do da comunidade.

2.2 Importancia econdmica e ambiental dos microrganismos

Segundo Moreira et al. (2008), os microrganismos sdo responsaveis por
uma série de processos, como decomposi¢cdo da matéria orgénica, ciclagem de
nutrientes, controle bioloégico de doencas e pragas, purificacdo da agua e
decomposicao de residuos organicos e toxicos. Estes processos sdo de
fundamental importéncia para a sobrevivéncia de todos os seres deste planeta.

Os fungos filamentosos tém a capacidade de produzir uma série de
enzimas de importancia biotecnologica. As pectinases produzidas por fungos
apresentam caracteristicas importantes para a aplicagdo em bioprocessos
(Malvessi & Silveira, 2004). As enzimas pectinoliticas s3o responsaveis pela
degradacdo de uma molécula complexa de pectina presente em todos os tecidos
vegetais jovens.

Dentre as espécies de fungos capazes de produzir enzimas pectinoliticas
estdo: Alternaria mali, Aspergillus aculeatus, A. awamori, A. japonicus, A.
nidulans, A. niger, A. oryzae, A. tubingensis, Colletotrichum lindemuthiomum,
Fusarium moniliforme, F. oxysporum, Neurospora crassa e Rhizopus stolonifer
(Jayani et al., 2005).

De acordo Baker & Benneth (2008), os fungos pertencentes ao género
Aspergillus estdo entre os microrganismos de maior importincia econdOmica,

pois eles podem ser utilizados em diversos processos na industria de alimentos e



farmacéutica. Eles sdo valorizados principalmente pela producdo de grande
variedade de enzimas e de acidos. A amilase e o acido citrico sdo os dois
principais produtos industriais originados por estas espécies.

Os fungos do género Aspergillus podem ser divididos em Segdes: Flavi,
Circundati, Nigri, Restricti, Fumigati, Cervini, Clavati, Nidulantes, Flavipedes,
Versicolores, Usti, Terrei, Candidi, Cremei, Sparsi e Wentii (Klich, 2002).

As espécies da Secdo Circundati sdo economicamente importantes, pois,
algumas produzem a ocratoxina A. Esses microrganismos também sdo utilizados
na biotransformacao de esteroides e alcaloides (Varga et al., 2003).

Aspergillus da Secdo Flavi possuem conidios em tons verde-amarelados
e esclerddios marrons (Klich, 2002). Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus
sdo as principais espécies produtoras de aflatoxinas desta Secdo (Codner et al.,
1963; Schroeder, 1966; Pitt & Hocking, 1997; Varga et al., 2003).

Segundo Perrone et al. (2007), os fungos que pertencem a Secdo Nigri
constituem um dos grupos mais dificeis de serem classificados e identificados.
Eles sdo encontrados principalmente no solo e sdo responsaveis pela
deterioragdo de alimentos e de outros materiais. Algumas cepas de Aspergillus
desta Secdo sdao muito importantes, pois sdo utilizadas em processos
fermentativos para a produg¢do de diversos acidos organicos e enzimas
hidroliticas (Varga et al., 2003).

Os isolados de Aspergillus niger tém sido objeto de investigagdo
biotecnologica por varias décadas. A importancia deste fungo para a industria
alimenticia ¢ conhecida desde 1919, quando ocorreu o primeiro relato de
produgdo de acido citrico por A. niger (Abarca et al., 2004). O 4cido citrico é um
acido organico amplamente utilizado em produtos das industrias de alimentos e
bebidas, como refrigerantes, sucos de frutas, sobremesas, compotas, geleias,

doces e vinhos (Varga et al., 2003;).



Conforme Schuster et al. (2002), mesmo tendo menor importancia
econdmica, os acidos gluconico e fumarico também sido produzidos por A. niger.
A partir de 1960, este fungo tornou-se uma poderosa fonte de produgdo de
grande variedade de enzimas, como pectinases, proteases ¢ amiloglucosidases,
que sdo utilizadas em processos industriais, como panificacdo ¢ processamentos
de frutas.

De acordo Perrone et al. (2007), além dos impactos positivos das
espécies de Aspergillus, estas também sdo responsaveis por diversas doengas em
plantas e produtos vegetais. As espécies mais comuns sdo A. niger, A. flavus, A.
parasiticus, A. ochraceus ¢ A. alliaceus. Estes microrganismos contaminam
produtos agricolas em diferentes fases, como pré-colheita, colheita,

processamento € manuseio.

2.3 Fungos associados aos gréos de cafée

Segundo Bokhari (2007), assim como outros produtos agricolas, os
grdos de café estdo sujeitos a contaminagdo por microrganismos durante o seu
crescimento, apos a colheita e durante o armazenamento. Esses microrganismos,
principalmente bactérias, leveduras e fungos filamentosos, estdo associados a ma
qualidade dessa bebida. A a¢do microbiana ¢ prejudicial a qualidade do produto
e a seguranga deste dependera das condigdes ambientais, assim como das
culturas e do manejo.

Segundo estudos realizados por Perrone et al. (2007), diversos
microrganismos t€m sido isolados de produtos agricolas, em diferentes etapas de
processamento. A diversidade de fungos encontrados nos graos de café depende
de varios fatores como variedade do café, regido geografica, clima e método de
processamento.

Lacey (1989) afirma que a contaminagdo dos microrganismos nas partes

aéreas das plantas inicia-se assim que as folhas e as flores sdo expostas ao ar. Os



primeiros organismos que colonizam séo as bactérias, seguidas pelas leveduras e
fungos saprofitas e patogénicos. Os fungos continuam a se desenvolver em todas
as partes das plantas, acelerando o seu desenvolvimento com a senescéncia da
planta e em frutos maduros. Durante o processo de colheita, ocorre uma
desordem no ecossistema dos grdos, marcada pelas alteragdes extremas do
ambiente da lavoura para uma condicdo relativamente estavel do
armazenamento. Estes eventos sdo acompanhados por profundas mudangas na
populagdo microbiana.

A contaminacdo dos grdos pelos fungos filamentosos €, provavelmente,
maior em regides umidas do que em regides secas e, talvez, seja maior em
cereais que nascem expostos ao ar do que naqueles que crescem protegidos por
vagem (Christensen & Kaufmann, 1969).

Krug (1940) realizou um dos primeiros estudos sobre os fungos
envolvidos na qualidade do café. Este autor comprovou que uma ou mais
espécies de fungos foram as responsaveis pelo mau gosto do café,
principalmente daqueles que foram provenientes do processo de varrigdo. Os
dois fatores mais importantes para o desenvolvimento dos microrganismos
foram o calor e a umidade.

Falhas durante as operagdes agricolas favorecem as contaminagdes
microbianas e pode prejudicar a qualidade do café. Uma queda nas exportagdes
entre 1961 e 1995 ocorreu devido a demanda por cafés especiais de bebida
superior pelos paises importadores, Estados Unidos, Alemanha, Italia, Japdo e
Francga (Carvalho et al., 1997). No entanto, o Brasil ainda ¢ o maior produtor de
café, tendo produzido, em 2009, um total de 39,47 milhdes de sacas de 60 quilos
do produto. Essa grande producdo de café influencia o mercado de trabalho
como fonte geradora de empregos ¢ mao-de-obra no meio rural (Companhia

Nacional de Abastecimento - CONAB, 2009).



Um dos primeiros trabalhos sobre a ocorréncia de microrganismos
associados aos frutos de café de diferentes locais do estado de Minas Gerais foi
realizado por Chalfoun & Carvalho (1989). Nesta pesquisa, foi possivel observar
que os frutos cereja estavam contaminados principalmente pelos géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium. A contaminagdo destes fungos era
superficial; no entanto, a intensificacdo do ataque destes fungos ocorreu na fase
de secagem. Portanto, o beneficiamento do café ndo foi eficaz na eliminacdo
nem na reducdo da contaminagdo por estes géneros de fungos.

Estudo sobre a diversidade microbiana de frutos de café em diferentes
estagios de beneficiamento processados pelo método natural foi realizado, tendo
sido identificadas espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium,

Cladosporium, Paecelomyces e Pestalotia (Silva et al.,2008).

2.4 Fungos toxigénicos em gréos de cafée

Os microrganismos contaminam os frutos e os grdos de café durante
todas as fases de desenvolvimento, colheita, preparo, transporte e
armazenamento (Batista et al., 2003).

Os fungos que estdo associados aos frutos e grdos de café podem, sob
condi¢des especificas, causar perdas de qualidade, produzindo odores e sabores
desagradaveis (Krug, 1940). Além deste prejuizo econémico, eles também sdo
responsaveis por produzir metabolitos toxicos denominados micotoxinas, que
comprometem a seguranga do produto final.

Os Aspergillus pertencentes a se¢do Flavi incluem espécies que
apresentam conidios com coloragdo verde-amarela para verde-oliva (Klich,
2002). Algumas espécies da Se¢do Flavi sdo capazes de sintetizar as aflatoxinas,
que sao metabdlitos secundarios economicamente importantes produzidos por
espécies de Aspergillus. As aflatoxinas foram inicialmente isoladas das espécies

de A. flavus e, mais tarde, foram relatadas em outras espécies. Apos estudos,
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alguns autores relataram que nem todas as linhagens de A. flavus produzem
aflatoxinas e que esta espécie produz apenas as toxinas do tipo B1 ¢ B2.

Além da aflatoxina, isolados do género Aspergillus também produzem
outra micotoxina, denominada ocratoxina. Um dos primeiros isolados produtores
de OA foi o fungo A.ochraceus e, até hoje, estudos demonstram que esta é uma
das principais espécies ocratoxigénicas isoladas de frutos e graos de café
(Taniwaki et al., 2003; Batista et al., 2009).

De acordo com Bennet & Klich (2003), o crescimento de fungos
filamentosos em alimentos pode resultar na producdo de micotoxinas. Os
microrganismos que frequentemente sdo encontrados em amostras de café sdo os
fungos micotoxigénicos. As micotoxinas sdo produtos do metabolismo
secundario de algumas espécies de fungos que, mesmo ingeridas em pequenas
concentragcdes por animais e seres humanos, causam alteragdes biologicas
prejudiciais a saide. As micotoxinas mais comuns sao aflatoxinas, zearalenonas,
tricotecenos, fumonisinas e ocratoxinas. Embora tenham sido identificadas,
aproximadamente, trezentas micotoxinas diferentes, apenas doze tipos
apresentam importancia relevante para a sauide humana.

Nas amostras de café, a presenca das espécies do género Aspergillus
pertencentes a Se¢ao Circumdati e Secdo Nigri sdo as principais responsaveis
pela producdo de ocratoxina A (Urbano et al., 2001; Batista et al., 2003). As
espécies da Segdo Circundati, além de produzirem esta micotoxina, também sdo
responsaveis pela producdo de acido penicilico, xantomegnina ¢ viomeleina
(Frisvad & Samson, 2000).

Além dos fungos pertencentes ao género Aspergillus, os do género
Penicillium também s3o capazes de produzir micotoxinas. As Unicas espécies
consideradas produtoras de ocratoxina A sdo o P. verrucosum, comum em
cereais e produtos agricolas de climas temperados e o P. hordicum, mais comum

em produtos derivados de carne e queijos (Samson et al., 2000).
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Urbano et al. (2001) analisaram a ocorréncia de Ocratoxina A e fungos
ocratoxigénicos em frutos de café em diferentes estadios de maturagdo. Estes
autores observaram que todas as amostras apresentaram contamina¢do com
fungo dos géneros Penicillium, Cladosporium, Fusarium, Rhizopus e
Aspergillus. Foram identificadas 88,1% (de 42 isolados testados) de espécies de
A. ochraceus e apenas 11,5% (de 87 isolados testados) de A. niger produtores de
ocratoxina A.

Batista et al. (2003) analisaram 45 amostras de 10 municipios da regido
sul do estado de Minas Gerais para identificar os fungos do género Aspergillus e
Penicillium que estavam associados a graos de café beneficiados. Os autores
utilizaram dois tipos de plaqueamento, com e sem o processo de desinfeccao
com hipoclorito a 1%. Das amostras analisadas antes da desinfec¢ao, 95,55%
apresentaram contamina¢do com fungos do género Aspergillus, com maior
ocorréncia de fungos pertencentes a Secdo Nigri, presentes em 88,37% das
amostras contaminadas. Os fungos pertencentes a Se¢do Circundati
contaminaram 65,12% das amostras, os da Secdo Flavi, 44,19% e da Secdo
Versicolores, 6,98%. Os fungos do género Penicillium contaminaram 42,22%
das amostras sem o processo de desinfeccdo. No entanto, apds o processo de
desinfeccdo, 46,66% apresentaram contaminagdo com fungos do género
Aspergillus e 24,44% com fungos do género Penicillium. Mesmo apds o
processo de desinfec¢do houve um predominio das espécies da Secdo Nigri,
seguida pelas espécies da Sec¢ao Circundati, com 16,27% das amostras e pela
secdo Flavi, com 6,98%. As principais espécies do género Aspergillus
identificadas foram A. auricomus, A. melleus, A. ochraceus, A. sclerotiorum, A.
sulphureus, A. flavus, A. tamarii, A. niger var niger, A. niger var awamori, A.
foetidus, A. versicolor e A. sydowii. Do género Penicillium, foram identificadas
8 espécies: Penicillium aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. citrinum, P.

corylophilum, P. chrysogenum, P. expansum, P. glabrum ¢ P. solitum. A maior
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parte dos isolados identificados fazia parte da contaminagédo externa do grdo, que
pode se desenvolver a partir do momento em que as condigdes ambientais
estejam favoraveis.

Silva (2004) analisou a sucessdo ecologica ¢ a interagdo microbiana em
frutos e graos de café e relatou que as principais espécies encontradas foram: A.
flavus, A. niger, A. ochraceus, A. tamarii, A. sydowii, A. foetidus, Aspergillus
dimorphicus, P. brevicompactum, Penicillium roqueforti, P. citrinum, P.
solitum, além de outras espécies pertencentes a outros géneros, como
Cladosporium cladosporioides, Fusarium solani e Fusarium lateritium.

Suarez-Quiroz et al. (2004) avaliaram diferentes tipos de processamento
de café (processo umido e seco), em diferentes fases da colheita ao
armazenamento e identificaram os fungos produtores de OTA. Os autores
utilizaram o plaqueamento direto e encontraram as seguintes espécies de fungos
filamentosos: Penicillium citrinum, Mucor hiemalis, P. glabrum, P.
minioluteum, P. citrinum, Geotrichum candidum, Cladosporium sp., Aspergillus
fumigatus, A. candidum, A. tamarii, Botrytis sp., P. italicum, Eurotium sp.,
Fusarium sp., Eurotium chevalieri, Cladosporium cladosporoides e Penicillium
minioluteum.

Batista & Chalfoun (2007) analisaram a presen¢a de fungos toxigénicos
em graos de café secos em terreiro de terra, cimento, asfalto e identificaram
como produtoras de ocratoxina A as espécies A. ochraceus, A. sclerotiorum e A.
sulphureus. Os maiores indices de contaminagdo com a esta micotoxina foram
nos cafés do tipo varrigdo, boia e mistura seca em terreiro de terra. Estes dados
indicam que o terreiro de terra aumenta o risco de contaminagdo com ocratoxina
A em graos de café.

Bokhari (2007) analisou 48 amostras de café coletadas em mercados
locais na Arabia Saudita. Foram identificadas 62 espécies de fungos

filamentosos. Aspergillus foi o género mais comum, sendo encontrado em 100%
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das amostras analisadas, representando 16,7% da contagem total de fungos. A.
flavus e A. niger foram as espécies mais comuns, encontradas com alta
frequéncia. As outras espécies que foram relatadas em menor ocorréncia foram:
A. ochraceus, A. fumigatus, A. parasiticus, A. sydoii, A. tamarii e A. terreus.
Além das espécies de Aspergillus também foram encontrados outros géneros,
como Cladosporium cladosporioides, Penicillium chrysogenum, Fusarium
moniliforme, Emericella nidulans, Eurotium amsteelodami, M. hiemalis e
Neurospora sp.

Para analisar a contaminagdo de fungos produtores de ocratoxina A em
graos de café verde do Vietnd, Leong et al.(2007) utilizaram o processo de
desinfeccdo de superficie e relataram que 89% dos grdos foram contaminados
por Aspergillus niger, enquanto 14% foram infectados por A. carbonarius e
Aspergillus, da Segdo Circundati. No entanto, nenhum dos isolados de A. niger e
A. ochraceus foram produtores de OA, mas foram detectadas em isolados de A.
carbonarius, A. westerdijkiae e A. steynii. Além dos fungos produtores de OA,
estes autores encontraram isolados de A. flavus, A. tamarii, Rhizopus spp., A.
fumigatus e P. citrinum. Estes fungos tipicamente coinfectam grios juntamente

com Aspergillus, da Secao Nigri.

2.5 Fungos toxigénicos em sistema de cultivo organico e convencional em
diferentes culturas

Segundo Hole et al. (2005), a maioria dos estudos realizados sobre o
cultivo organico e convencional indicou que existe grande diferenca entre estes
dois sistemas de cultivo. Existem também inconsisténcias nesses estudos, devido
a complexidade das interagdes e do grande numero de varidveis ambientais. No
entanto, essas inconsisténcias indicam que os beneficios para a biodiversidade
da agricultura bioldgica podem variar de acordo com os fatores, como

localizagdo, clima, cultura, tipo e espécie.
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Bengtsson et al. (2005) realizaram uma meta-analise sobre a
biodiversidade em fazendas orgéanicas e convencionais, utilizando 42 estudos,
comparando estes dois sistemas de cultivo. Os resultados demonstraram que a
riqueza de espécies foi aproximadamente 30% maior nas fazendas orgénicas do
que nas fazendas convencionais. As aves, insetos, organismos do solo e as
plantas responderam positivamente a agricultura organica.

Recentemente, tem-se sugerido que os alimentos organicos seriam mais
propensos a contaminagdo por micotoxinas do que os alimentos convencionais,
pois ndo sdo tratados da mesma forma com agentes antifungicos (Khouba,
2003). No entanto, ainda ndo existem evidéncias que indiquem que os alimentos
especiais sejam mais propensos a contaminagdo por micotoxinas do que os
convencionais (FAO, 2000).

No ano de 2003, na Lituania, amostras de trigo e cevada foram obtidas
de onze fazendas orgénicas e treze convencionais, para analise da presenca de
fungos toxigénicos nesses dois sistemas de cultivo. Por meio do método Elisa, as
micotoxinas deoxynivalenol, toxina T-2, zearalenona, aflatoxinas e ocratoxinas
foram analisadas. Os resultados comprovaram que o trigo, em fazendas
organicas, estava contaminado com 70,5% a mais que na fazenda convencional.
No entanto, os resultados com a amostra de cevada mostraram que a
contaminagdo com fungos filamentosos era 24,8% menor quando comparado
com o sistema convencional. Nos dois sistemas de cultivo, a contaminagdo dos
grios foi devido a presenga dos fungos do género Fusarium, Alternaria,
Cladosporium, Penicillium e Aspergillus. Nas fazendas organicas, fungos de
outros géneros também foram encontrados, como Bipolaris, Botrytis e Septoria.
Os resultados toxigénicos mostraram que os principais fungos produtores de
toxina eram do género Fusarium e Alternaria e as toxinas mais encontradas nos

graos foram deoxynivalenol e zearalenona. Estas foram mais frequentes nos
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graos dos dois sistemas de cultivo, no entanto, as aflatoxinas e a ocratoxina

foram encontradas em pequenas quantidades (Bakutis et al., 2006).

2.6 Producéo de café: sistema convencional e organico

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café (Coffea
arabica L.). A produgio de café em 2009 foi de 28,9 milhdes de sacas. O estado
de Minas Gerais ¢ o maior produtor, com 19,60 milhdes de sacas ou 68,08% do
total do café produzido no Brasil (CONAB, 2009).

Nos ultimos anos ocorreu um aumento na concorréncia do mercado,
levando a uma melhoria na qualidade do produto, pois o café destaca-se como
um dos produtos agricolas que tém seus pregos baseados em pardmetros
qualitativos. Dentre os aspectos qualitativos do café, a incidéncia de
microrganismos nas fases de pré e pods-colheita tem sido um dos principais
fatores envolvidos. Os frutos estdo expostos a uma diversidade de
microrganismos que, encontrando condi¢des favoraveis para se desenvolver,
infectam os graos.

Segundo Pasin et al. (2002), algumas espécies de microrganismos, tais
como bactérias lacticas, leveduras e fungos filamentosos, estdo relacionadas a
ma qualidade da bebida, por alterarem seu sabor e aroma ou por produzirem
metabolitos toxicos prejudiciais a saude. O café Coffea arabica L. representa
uma das maiores fontes de receita para o Brasil, contudo, os paises importadores
requerem cafés de qualidade superior. Por esta razdo, a exportagdo brasileira tem
sofrido quedas significativas ¢ a demanda por produtos de melhor qualidade
mostra a importancia de associar produgdo e qualidade.

Conforme Theodoro et al. (2002), existe uma crescente demanda por
novas tecnologias de producao e beneficiamento do café, devido as exigéncias
do mercado internacional por cafés de boa qualidade. Entre 1961 e 1995,

ocorreu uma queda nas exportacdes deste produto devido a demanda por cafés
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especiais de bebida superior pelos paises importadores, como Estados Unidos,
Alemanha, Italia, Japdo e Franca. No entanto, mesmo apds a queda nas
exportagdes, o Brasil ainda é o maior produtor mundial de café.

Além da presenga dos microrganismos, alguns compostos volateis,
acidos graxos e enzimas que estdo presentes nos graos de café estdo diretamente
relacionados com a qualidade da bebida. Alguns estudos demonstram que a
presenca desses compostos pode ser influenciada pela adubac¢do do cafeeiro
(Theodoro et al., 2002).

O café pode ser produzido utilizando-se dois tipos de sistema:
convencional e organico.

A producdo agricola convencional é dependente de uso programado de
herbicidas, pesticidas e aplicacdes de nutrientes inorganicos e, por isso, esse
método ¢ considerado ambientalmente menos saudavel do que os métodos
organicos (Bettiol et al., 2002). A contaminacdo da 4agua e do solo devido ao
freqiiente uso de pesticidas e fertilizantes ¢ um dos principais problemas
causados pela agricultura intensiva (Bengtsson et al., 2005).

Ao contrario do sistema convencional, o sistema orgdnico tem a
finalidade de produzir alimentos sem o uso de pesticidas, herbicidas e
fertilizantes quimicos (Khouba, 2003).

Segundo Theodoro (2003), o café organico ¢ produzido sem a utilizacdo
de agrotoxicos e adubos de alta solubilidade que podem ser substituidos por
subprodutos da reciclagem da matéria organica. Os principais subprodutos
utilizados sdo dejetos de animais, biofertilizantes, polpa e casca de café,
compostos ¢ humus de minhoca. Para que a produgdo de café seja considerada
organica, a lavoura deve estar isenta do uso de defensivos e adubos quimicos por
pelo menos trés anos (Bakutis et al., 2006).

A principal diferenca entre o sistema de cultivo organico e o

convencional estd no fato de que os produtores de café orgénico restringem o
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uso de fertilizantes quimicos e agrotoxicos, enquanto os produtores de café
convencional utilizam intensamente esses insumos (Theodoro, 2003).

De acordo com Theodoro et al. (2002), o café organico vem ganhando
destaque entre os consumidores que cada vez mais se preocupam com a satude e
com a qualidade do produto. A producdo de café em sistemas organicos procura
atender as diversas exigéncias dos consumidores que se preocupam com sua
qualidade de vida e com as questdes ambientais oriundas deste sistema de
cultivo.

Bettiol et al. (2002) afirmam que, no mercado mundial, existe crescente
demanda por produtos organicos. No ano de 2006, o mercado de produtos
organicos cresceu quase 14%, o que representa cerca de 37 bilhdes de dolares.
Por meio de previsdes de mercado, acredita-se que, até 2012, esse valor possa
chegar a 74 bilhdes de dodlares, ou seja, um aumento de 50%. Mesmo com o
crescimento da demanda pela agricultura orgénica, ainda ndo existem
informacgdes suficientes de pesquisas sobre este assunto.

Segundo Theodoro (2003), o preco obtido na comercializagdo do café
organico € maior que na do café convencional. No entanto, a produgdo por meio
do sistema organico requer maior quantidade de méao-de-obra, fertilizantes
organicos ¢ sua produtividade pode ser menor que a da produgdo feita de
maneira tradicional.

Novos estudos sobre o sistema organico podem levar ao crescimento
desse tipo de produgdo, bem como a implementagdo de praticas que conduzem a
melhora da saide humana e que produza o rendimento sustentavel (Letourneau
& Bothwell, 2008).

A biodiversidade que ¢ conservada em fazendas organicas promove
beneficios bioldgicos que compensam as praticas nas fazendas convencionais,

como a aplicagdo de pesticidas (Letourneau & Bothwell, 2008).
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Bengtsson et al. (2005) investigaram trabalhos que comparavam
sistemas orgédnicos e convencionais publicados até dezembro de 2002. Foram
encontrados 66 artigos abordando este tema e, apds concluirem o estudo, aqueles
autores demonstraram que, geralmente, a agricultura organica aumenta a riqueza

de espécies, principalmente de plantas, passaros e insetos predadores.
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CAPITULO 2

BIODIVERSIDADE DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM GRAOS DE
CAFE SOB SISTEMA DE CULTIVO ORGANICO E
CONVENCIONAL

1 RESUMO

O Brasil esta entre os paises que apresentam as maiores biodiversidades
do mundo. No entanto, ndo existem informagdes suficientes para explorar de
forma sustentavel essa riqueza microbiologica. A expansdo da agricultura ¢ uma
das maiores ameacas a biodiversidade, provocando a extingdo de espécies. O
sistema orgénico de produgdo tem sido visto como uma poderosa solucio para
diminuir a iminéncia destas extingdes. Este estudo foi realizado com o objetivo
de isolar e identificar as espécies de fungos isoladas dos graos de café cultivados
em sistema organico e convencional. Das 18 amostras de café organico e
convencional. Foram identificados trezentos e quarenta e seis isolados fingicos,
sendo 33 diferentes espécies pertencentes a 14 géneros. As amostras antes do
processo de desinfec¢do tiveram maior indice de biodiversidade. As amostras de
café orgénico apresentaram um maior indice de riqueza e de biodiversidade de
fungos filamentosos. Duas espécies encontradas neste estudo sdo de extrema
importancia, pois sdo toxigénicas, A. flavus e A. ochraceus. A associa¢do dos
fungos toxigénicos com outras espécies ¢ importante, pois alguns
microrganismos sdo capazes de degradar as micotoxinas. Nos grios de café
organico, A. flavus associou-se com C. cladosporioides, A. ochraceus e P.
brevicompactum. O fungo A. ochraceus, no café convencional, associou-se
apenas com C. cladosporioides. Estes resultados demonstram que existe uma
grande diversidade de fungos e que estes podem ser utilizados em processos
biotecnologicos e como indicadores ambientais.

Palavras-chave: Biodiversidade, Fungos, Micotoxinas
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2 ABSTRACT

Brazil is a country with the great biodiversity, however, there aren’t
enough information to explore in a maintainable way this microbiological
wealth. The expansion agriculture is among the largest current threats to the
biodiversity provoking the extinction of species. This study had as objective
isolates and to identify the isolated species of fungi in the coffee beans
cultivated in organic and conventional system. Three hundred and forty two
isolated fungi were obtained, being thirty three different species belonging to
fourteen genders. The samples that were not disinfected had a larger index of
contamination. Samples of organic coffee had a higher rate of wealth and
diversity of filamentous fungi. Two species found in this healthy work of
extreme importance, because they are toxigenics (A. flavus e A. ochraceus). The
study of the association of the species of fungi with the toxicogenics species is
necessary because some species have the capacity to degrade the mycotoxins. In
the organic coffee A. flavus was associated with C. cladosporioides, A.
ochraceus and P. brevicompactum. The fungi A. ochraceus in the conventional
coffee only associated with C. cladosporioides. These results demonstrate that a
great diversity of fungi exists and that these can be used in biotechnological
processes and as environmental indicators.

Key words: Biodiversity, Fungi, Mycotoxin
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3 INTRODUCAO

A biodiversidade refere-se a interacdo de todas as espécies de
microrganismos, plantas e animais dentro de um ecossistema (Altiere et al.,
1999). Estima-se que apenas 5% das espécies de fungos filamentosos tenham
sido descritas (Hawksworth, 1991). Portanto, a biodiversidade microbiana ainda
ndo ¢ totalmente conhecida e, consequentemente, o seu potencial biotecnologico
ainda ndo foi completamente explorado (Moreira & Siqueira, 2006).

Os fungos representam um dos grupos mais ricos em espécies de todos
0s organismos e estes apresentam grande importancia econdmica como agentes
de controle bioldgico, como produtores de acidos e enzimas (Schmit & Mueller,
2007, Moreira et al., 2008).

O Brasil esta entre os paises que apresentam as maiores biodiversidades
do mundo (Moreira et al., 2008). No entanto, sobre a diversidade microbiana
brasileira existem poucos relatos cientificos. Essa falta de conhecimento a
respeito dos microrganismos € preocupante, pois a necessidade da expansdo
agricola tem ameacado a biodiversidade (Hole et al., 2005).

De acordo com Fischer (2007), o emprego de pesticidas de amplo
espectro ndo so6 controla as pragas ou os agentes causadores de doengas, mas
também os inimigos naturais. Esta classe de pesticidas pode levar ao
empobrecimento do ecossistema, causando redugdo da biodiversidade e ao que
pode levar a um aumento de patégenos.

A perda da biodiversidade biologica pode reduzir as fontes de alimentos,
combustiveis, recursos medicinais ou genéticos ¢ alterar a abundancia de outras
espécies que controlam processos do ecossistema (Chapin et al., 2000).

Diversos microrganismos tém sido isolados de produtos agricolas em
diferentes etapas de processamento. A diversidade de fungos encontrados nos

graos de café do Brasil tem sido relatada em varios estudos (Batista et al., 2003;
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Silva et al., 2000; Silva et al.,2004; Silva et al., 2008, Batista & Chalfoun, 2007;
Batista et al., 2009).

O Brasil € um dos lideres na producdo mundial de café. No entanto, esta
pratica esta se tornando cada vez mais arriscada, devido a grande flutuagdo no
preco do café no mercado internacional, em consequéncia do crescimento da
producdo mundial e de novos competidores no mercado. Por essa razdo, os
produtores de café tentam produzir cafés especiais, ditos organicos, que, apesar
do alto custo de produgdo, podem ser comercializados por um melhor preco.

A principal diferenga entre o café produzido de forma tradicional e o
café produzido organicamente esta no fato de que os produtores de café¢ organico
restringem o uso de fertilizantes quimicos e agrotoxicos (Theodoro, 2003).
Portanto, além de contaminar excessivamente o ambiente, a cultura
convencional pode diminuir a biodiversidade encontrada no ecossistema.
Durante as ultimas décadas, a populagdo mundial tem se sensibilizado na
conservag@o do meio ambiente e com a seguranca alimentar. Por esta razdo, tem
aumentado o consumo de produtos organicos.

Muitos trabalhos tém demonstrado que a cultura organica mantém a
biodiversidade, promovendo beneficios biologicos que compensam as praticas
convencionais (Letourneau & Bothwell, 2008). O presente trabalho foi realizado
com o objetivo avaliar a biodiversidade encontrada em amostras de cafés
produzidos em fazendas convencionais e orgéanicas da regido sul de Minas
Gerais ¢ estabelecer uma possivel associacdo entre as espécies toxigénicas € nao

toxigénicas desses diferentes tipos de cultivo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Localizagdo das &reas analisadas

A biodiversidade de fungos filamentosos em graos de café beneficiado
ocorreu em trés localidades do Sul de Minas, tendo sido coletadas amostras nos
municipios de Po¢o Fundo, Santo Antonio do Amparo e Campestre.

Na tabela 1, € possivel observar o numero de amostras de graos de café

de cultivo orgénico e convencional.

TABELA 1 Localizagdo e nimero de amostras de graos de café de cultivo organico e

convencional.
Municipio Sistema de Tipo de café | Numero de
Cultivo amostras
Santo Antonio do Organico Varrigdo 1
Amparo
Santo Antonio do Organico Pano 1
Amparo
Pogo Fundo Organico Varrigdo 3
Poco Fundo Organico Pano 5
Poco Fundo Convencional Varrigdo 3
Poco Fundo Convencional Pano 4
Campestre Convencional Varrigdo 1

Essas amostras foram transferidas para o Laboratorio de Micologia e
Micotoxinas do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA) e do
Laboratorio de Micologia do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG, onde se realizou a identificagdo dos

fungos até espécie.
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4.2 Isolamento dos fungos filamentosos

Para o isolamento dos fungos associados aos graos de café beneficiado,
foi utilizada a técnica de plaqueamento direto, conforme Sansom et al. (2004).

De cada amostra foram plaqueados 200 graos ao acaso, sendo 100 com
desinfeccdo superficial e 100 sem desinfec¢do superficial. Foi realizada uma
desinfestagdo com hipoclorito de sodio a 1%, visando a identificacdo dos fungos
presentes no interior dos graos.

Durante o processo de desinfestagdo, inicialmente, foi feita uma imersao
das amostras em alcool 70%, para uma primeira desinfec¢do superficial e
diminuir a tensdo superficial do grdo, permitindo o melhor contato entre a
solucdo de hipoclorito e os grdos. Depois, as amostras foram imersas em uma
solucdo de hipoclorito de sddio a 1%, durante 30 segundos, sendo utilizada uma
solucdo de hipoclorito para cada amostra analisada. E, como ultimo passo da
desinfec¢do, as amostras de café foram lavadas com 4gua destilada e
esterilizada, com a finalidade de retirar residuos de hipoclorito de sodio.

Apds a desinfestagdo, os 100 graos foram transferidos assepticamente
para as placas de Petri, contendo meio de cultura dicloram rosa de bengala
cloranfenicol (DRBC) (glicose 10g; peptona bacteriologica 5g; KH,PO, 1g;
MgSO,. TH,0 0,5g; agar 15g; agua destilada 1L; rosa de bengala 25mg, dicloran
2mg; cloranfenicol 100g). Em cada placa foram colocados 25 grios de cada
amostra, os quais foram incubados, a 25°C, por 7 dias. A contaminacdo dos
graos foi expressa em porcentagem de graos contaminados, conforme Sansom et
al. (2004).

O isolamento dos fungos foi realizado com o auxilio de palitos de
madeira esterilizados em autoclave (20 minutos a 121°C), transferindo-os com
um leve toque na cabeca conidial dos fungos, que cresceram na superficie do

grio, para uma placa de Petri contendo malt extract agar (MA- extrato de malte
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20g, agar 20g e agua destilada 1L), os quais foram repicados sucessivamente até

a obtengdo de culturas puras.

4.3 Identificagdo de fungos filamentosos
4.3.1 Identificagdo dos géneros Aspergillus e Penicillium

Apos o isolamento feito em MA, as colonias dos fungos apresentam
caracteristicas morfologicas que possibilitam fazer um direcionamento dos
meios de cultura que devem ser utilizados de acordo com o provavel género. Os
isolados do género Aspergillus foram incubados em czapek yeast agar (CYA)
(K,HPO, 1,0g; concentrado de czapek 10,0 mL; extrato de levedura 5,0g; agar
15,0g; agua destilada 1 L; concentrado czapek NaNO; 30g; KCl 5,0g;
MgS0,.7H,0 5,0g; FeSO, .7H,0 0,1g; ZnSO,.7H,0 0,1g; CuSO,.5 H,0O 0.05g,
agua destilada 100ml) e MEA (extrato de malte 20,0g; peptona 1.0g; Glucose
30,0g; agar 20g; agua destilada 1 L), a 25°C e 37°C e, apos 7 dias de incubacao,
foram observadas as caracteristicas microscopicas e macroscopicas descritas por
Klich (2002).

As caracteristicas macroscopicas observadas fornecem coloracdo e
diametro das colonias, presenca ou auséncia e coloragdo dos esclerodios e
coloragdo no reverso, em todos os meios de cultura. E as caracteristicas
microscopicas: arranjo entre métulas e fidlides ligadas a vesicula, comprimento
do conidi6foro, forma e tamanho dos conidios, vesiculas, métulas e fialides,
textura dos conidios e do conidi6foro.

Os isolados de Aspergillus foram identificados conforme Klich (2002) e
as espécies de Penicillium de acordo com Pitt (2000), sendo essas identifica¢des

amparadas por Pitt & Hocking (1997) e Samson et al. (2000).
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4.3.2 ldentificacdo de espécies do género Fusarium sp.

Apds o processo de purificacdo, a identificacdo dos isolados seguiu o
protocolo de Nelson et al. (1983). O cultivo dos isolados foi em placas contendo
meio de SNA (KH,PO, 1g; KNO; 1g; MgSO,. 7H,0; KCl 0,5g; glicose 0,2g;
sacarose 0,2g; agar 20g e agua destilada 1L) e MA, para analisar as
caracteristicas microscopicas ¢ em BDA, para observar a coloragao das col6nias.

As placas foram mantidas em BOD, com fotoperiodo a 21°C, por 10 dias.

4.3.3 Andlise das espécies dos géneros Mucor, Rhizopus, Cladosporium e
Trichoderma

Apbs a confirmagdo destes géneros, eles foram cultivados em extrato de
malte (MEA), a 25°C, por sete dias e a identificacdo dos isolados foi realizada

conforme Samson et al. (2000).

4.3.4 ldentificacdo de espécies dos géneros Colleototrichum, Glomerella,
Bipolaris e Epicoccum

Os isolados que pertencem a estes géneros foram inoculados em malt
extract agar (MA), a 25°C, por 7 dias e a identificagdo destes fungos foi

realizada de acordo com Ellis (1971).

4.3.5 ldentificacdo de espécies do género Phoma e Alternaria

Os isolados de Phoma e Alternaria foram cultivados em Aveia agar
(aveia 30g, agua destilada 1L, agar 15g), por sete dias, a temperatura de 25°C e
identificados conforme Ellis (1971).

4.4 Analises estatisticas

A metodologia estatistica utilizada neste trabalho consistiu na

construcdo de um intervalo de confianga de 95% para o desvio padrdo, com a
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finalidade de inferir a dispersdo da ocorréncia de fungos filamentosos nas
amostras de café organico ¢ convencional. Posteriormente, com o proposito de
identificar as relages entre as espécies toxigénicas ¢ ndo toxigénicas, por meio
da formacdo de agrupamentos, utilizou-se a técnica de correspondéncia simples,

conforme a metodologia descrita por Guedes et al. (1999).

4.5 Célculos dos indices de biodiversidade
Para avaliar a diversidade das colonias fungicas dos graos de café de
cultivo orgénico e convencional, foram utilizados os seguintes indices:
1) Indice de riqueza de Margalef (Rm): estima o numero de espécies
levando-se em conta o nimero total de individuos é dado por:
Rm=(S-1)/(Inn)
em que S € o numero de espécies e n ¢ o nimero de individuos identificados.
2) Indice de diversidade de Shannon-Weiner (H’): leva em conta a
riqueza ¢ o numero de individuos de cada espécie, sendo comumente utilizado
em estudos de ecologia de comunidades (Magurran, 1988).
H'=-Z (pi. In pi)
em que pi € a propor¢do de individuos de cada espécie i em relagdo ao

numero total de individuos.

34



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Contaminacao geral das amostras de café

Todas as amostras estudadas apresentaram contaminagdes por diversas
espécies de fungos filamentosos. Um alto nivel de infeccdo por fungos foi
observado nas amostras que nao passaram pelo processo de desinfeccdo com
hipoclorito a 1%. No entanto, quando se realizou a desinfeccdo da superficie
dos graos, o indice de contaminagdo por fungos filamentosos reduziu
drasticamente. Este resultado ja era esperado, pois a desinfec¢do retira a maioria
dos fungos encontrados no exterior do grdo, favorecendo apenas a prevaléncia
dos fungos do interior.

Os fungos do género Aspergillus foram detectados em todas as amostras
que ndo utilizaram o processo de desinfec¢do. Os isolados da Se¢do Circundati
apresentaram 49,35% de contaminagdo, seguidos de 47,26% da Secdo Nigri e
3,37% da Seg¢do Flavi. Das espécies da Se¢do Circundati, A. ochraceus foi a
mais comum, apresentando 73,17% e tem sido identificada em outros estudos
com frutos e graos de café (Batista & Chaulfoun, 2007; Batista et al., 2003;
Nasser, 2001; Pasin & Abrey, 2000; Pereira, 2002; Silva, 2000; Silva et al.,
2004; Suarez-Quiroz et al.,, 2004). As outras espécies também tém sido
identificadas nas amostras de café, como A. sulphureus, que representou 17,7%

(Batista et al., 2003; Nasser, 2001) e A. ostianus, 9,75%.

5.2 Microbiota dos gréos de café

Das 18 amostras analisadas, sendo 10 de café organico ¢ 8 de café
convencional, foram obtidos 346 isolados, tendo sido encontradas 32 diferentes
espécies, pertencentes a 14 géneros. Na Tabela 2, podem-se observar as

principais espécies de fungos filamentosos encontradas nos graos de café
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beneficiados de Coffea ardbica L, produzidos por meio dos sistemas de cultivo
organico e convencional.

As amostras de café Coffea arabica L, provenientes de 3 municipios do
Sul de Minas Gerais, apresentaram grande potencial microbioldgico, tendo em
vista a diversidade de espécies encontradas, pertencentes a diferentes géneros,
como Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Mucor, Rhizopus,
Trichoderma, Epicoccum, Phoma, Bipolaris, Glomerela, Colleototrichum,
Alternaria e Gliocladium. Varios géneros de fungos também ja foram relatados
em pesquisas sobre os frutos do cafeeiro, desde o campo até o armazenamento,
entre eles espécies de Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, Eurotium,
Fusarium, Penicillium, Rhizopus, Trichoderma, Wallemia e outros (Bucheli et
al., 1998; Carvalho et al., 1997; Chalfoun & Batista, 2003; Joosten et al., 2001;
Prado et al., 2004; Leong et al., 2007).

A ocorréncia dos principais fungos foi ilustrada em uma andlise

descritiva sintetizada na Figura 1, para cada tratamento avaliado.
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Out: Outros, Lev: Levedura, Pen: Penicillium, Fus: Fusarium, Asp: Aspergillus
1) Café organico com desinfec¢do; 2) café organico sem desinfecgao;
3) café convencional com desinfec¢do e 4) café convencional sem desinfecgao

FIGURA 1 Frequéncia de fungos filamentosos nos griaos de café
beneficiados cultivados sob o sistema organico e
convencional, com e sem o processo de desinfecgdo.

Estes resultados indicam que a frequéncia dos principais géneros foram
Aspergillus, Fusarium e Penicillium, sendo estes os principais responsaveis pela
produgdo de micotoxinas (Cast, 2003). Resultados semelhantes também foram
obtidos por Batista et al. (2003), Batista & Chaulfoun (2007), Silva et al. (2008)
e Visotto et al. (2008).

De acordo com Batista et al. (2001), a presenca desses géneros no café
alerta para uma possivel presenca de micotoxinas, como aflatoxina Bl e B2,
ocratoxina A, B e C, acidos ciclopiazzonico e esterigmatocistina.

As amostras que obtiveram a maior infeccdo por fungos filamentosos
foram os agrupamentos 2 (café organico sem desinfeccdo) e 4 (café
convencional sem desinfec¢do), que correspondem as amostras que ndo sofreram

a desinfeccdo com hipoclorito de soédio a 1%. Tal fato é perceptivel na Figura 1
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pela maior frequéncia de fungos, sendo esta, superior em relagdo aos demais
tratamentos. Desse modo, na contaminagio, estdo sendo considerados tanto os
fungos que se localizam no exterior do grao quanto os fungos internos.

Os tratamentos 1 e 3, quando comparados aos outros tratamentos,
resultaram em uma reducdo expressiva de contaminacdo, uma vez que, a
realizagdo na desinfec¢do dos grdos, os fungos do exterior foram eliminados.
Noonim et al. (2008), analisando amostras de café com e sem o processo de
desinfeccdo da superficie, relataram que, apos a utilizagdo do método, a
contaminacao dos graos reduziu de 98% para 60%.

Nas amostras de café orgdnico em que nao foi utilizado o processo de
desinfestacdo, os isolados de Aspergillus apresentaram 97,71% de
contaminacdo. Contudo, apds o tratamento com hipoclorito de sodio a 1%, a
contaminacdo reduziu para 2,28%. Isso indica que as espécies do género
Aspergillus contaminam principalmente o exterior do grdo de café. De acordo
com Klich (2002), os isolados de Aspergillus apresentam ampla distribuicao,
sendo encontrados frequentemente em regides quentes. A distribuicdo desses

fungos esta relacionada com o clima, a vegetagdo ¢ o solo.
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FIGURA 2 Anadlise da dispersao de fungos filamentosos nos dois sistemas de cultivo de
graos de café (Tratamento 1: café organico com desinfec¢do, 2: café
organico sem desinfeccdo, 3: café convencional com desinfec¢do e 4: café
convencional sem desinfeccao).

Convém salientar que a concentragdo dos fungos, ilustrados na Figura 1
considerando as freqii€ncias percentuais, ndo contempla a variabilidade existente
nas amostras, o que torna viavel investigar a homogeneidade das amostras
consideradas em decorréncia a este problema. Os graficos ilustrados na Figura 2
correspondem a resultados especificos a dispersao das respostas obtidas em cada
amostra para os tratamentos avaliados em fun¢do dos fungos: Aspergillus,
Fusarium, Penicillium e outros. Neste contexto, procede-se com a seguinte
discussdo:

Uma alta dispersao de fungos do género Aspergillus foi encontrada nas

amostras de café orgdnico com e sem o processo de desinfestacdo (Figura 2 A).
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Em relagdo aos fungos do género Aspergillus (Figura 2 A), as amostras
submetidas aos tratamentos 1 e 2, revelaram uma maior variabilidade.
Supostamente, uma das amostras que resultaram em resposta discrepante em
relacdo a média pode ser explicada pela ocorréncia de fungos.

Os fungos pertencentes as Se¢des Circundati, Nigri e Flavi foram
encontrados em frutos de café em um estudo realizado por Pitt (2000). A
presenca desses fungos no café ndo ¢ desejavel, pois muitas espécies deste
género sdo produtoras de micotoxinas. Diversas espécies, como A. ochraceus, A.
sclerotiorum, A. sulphureus, A. steynii e A. westerdijkiae, foram relatadas como
sendo produtoras de ocratoxina A em café. Segundo Petzinger & Weidenbach
(2002), a bebida do café, contribui significativamente para a ingestdo de
ocratoxina A.

Uma alta dispersdo de fungos do género Fusarium também foi
encontrada nas amostras de café orgdnico com e sem o processo de
desinfestagdo (Figura 2 B). Em relagdo aos fungos do género Fusarium, as
amostras que foram submetidas aos tratamentos 1 e 2, revelaram uma maior
variabilidade. No entanto, umas das amostras resultaram em resposta discrepante
em relacdo a média e também pode ser explicada pela ocorréncia de fungos.

Ainda na Figura 2 (B), € possivel verificar que os fungos do género
Fusarium infectaram principalmente as amostras de café que ndo sofreram o
processo de desinfeccdo. Chalfoun & Carvalho (1998) relataram a
predominancia dos isolados de Fusarium em amostras de café. Esses fungos
ainda ndo tinham infectado os frutos sadios, portanto, a contaminagdo era apenas
superficial.

Para os fungos do género Penicillium (Figura 2 C), também foi
encontrada uma alta dispersdo nas amostras de café dos dois sistemas de cultivo.
As amostras que foram submetidas aos tratamentos 2 e 4, revelaram uma maior

variabilidade. O processo de desinfeccdo com hipoclorito de sédio a 1% reduziu
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drasticamente o indice de contaminacdo desses fungos. As espécies de P.
verrucosum e P. nordicum sdo capazes de produzir a ocratoxina A. A capacidade
de P. verrucossum em produzir esta micotoxina foi relatada em varios trabalhos
(Frisvad 1981; Frisvad & Filtenborg, 1989; Lund & Frisvad, 1994).

Os resultados da identificagdo dos fungos nas amostras de café orgénico

e convencional do tipo pano e varri¢do podem ser analisados na Tabela 2.
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TABELA 2 Identificacdo de fungos filamentosos isolados em graos de café de cultivo

organico e convencional.

CONVENCIONAL ORGANICO
PANO VARRICAO PANO VARRICAO
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
Espécies desin. desin. desin. desin. desin. desin. | desin. | desin.
Alternaria
A. alternata 6 - - - - - - -
Aspergillus
A. flavus - - - - 7 6 4 2
A. foetidus 5 3 1 - 3 9 1 -
A. niger 10 - - - - - - _
A. niger Agregados 2 - - - - - - -
A. ochraceus - - - - 3 14 4 9
A. oryzae - - - - - - - 2
A. ostianus 4 - - - - - - -
A. parasiticus - - - - - - 2 -
A. sulphureus - - - - 5 - 2 _
A. tamarii - - - - - 3 - -
A. tubingensis - 13 - - - - - -
A. versicolor - - - - - 3 - -
Bipolaris sp. - - - - 4 4 7 -
Cladosporium
C. cladosporioides 4 - - 3 8 7 5 7
Colleototrichum
C. gloesporioides - - - - 3 4 2 -
Epicoccum
E. purpurascens 6 - - - - - - -
Fusarium
F. equiseti 2 - - - 6 4 2 -
F. oxysporum 1 - - 6 4 - 4 2
F. semitectum - - - 8 - 5 - 8
F. solani - - - - - 6 35 9
Gliocladium sp. - - - - - - 1 -
Glomerella
G. cingulata - - - - - - - 3
Mucor
M. hiemalis - - - - 4 - - 7
... Continua ...
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TABELA 2, Cont.

Penicillium

P. brevicompactum 8 3 - - 6 14 1 -
P. citrinum 2 - - - - - - -

P. crustosum 3 - - - - - - -

P. hirsutum - - - - - - 3 -

P. solitum - - 2 - - - - -
Phoma sp. - - - - 6 6 - -
Rhizopus

R. stolonifer 8 1 - - - - - -

T. harzianum - - - - 1 - 4 4

Com desin.: Com desinfec¢do e Sem desin.: sem desinfec¢do

5.3 Biodiversidade de fungos

Das 32 espécies encontradas nos grios de café organico e
convencional, 12 foram exclusivas do café organico, sendo: Fusarium
solani, Colleototrichum gloesporioides, Aspergillus tamarii, A. oryzae, A.
parasiticus, A. versicolor, Penicillium hirsutum, Trichoderma harzianum,
Phoma spp., Bipolaris spp., Glomerella cingulata e Mucor hiemalis. Foi
observado o maior indice de riqueza nas amostras de café organico (Rm =
4,18) do que nas amostras de café convencional (Rm = 3,24). Isso demonstra
que, no sistema organico, a riqueza de espécies € maior do que no cultivo
convencional.

Quanto a diversidade de espécies, o resultado do indice de Shannon
para o café de cultivo organico foi de (H'= 5,18), enquanto que para o
cultivo convencional foi de (H'= 4,60). Portanto, de acordo com o indice de
Margalef e de Shannon, a riqueza e a diversidade de espécies de fungos
filamentosos sdo maiores no sistema organico.

O uso intensivo de produtos agricolas nos sistemas convencionais
pode afetar a biodiversidade do solo de forma negativa conforme Altieri,

1999.

43



Estes resultados sdo proximos dos obtidos por Hole et al. (2005) e
Bengtsson et al. (2005) que, apés realizarem um meta-analise, concluiram
que a riqueza de espécies foi aproximadamente 30% maior nas fazendas
organicas do que nas convencionais. Entretanto, a biodiversidade pode variar
de acordo com diferentes fatores, como localizacdo, clima, cultura, tipo e
espécie (Hole et al., 2005).

Diversos estudos tém demonstrado que as fazendas organicas
apresentam uma maior riqueza de espécies do que nas fazendas
convencionais (Bengtsson, 2005; Mader et al., 2002; Stokstad, 2002, Delate
et al., 2004).

Segundo Altieri (1994), ha muitas evidéncias de que a preservagdo
da biodiversidade dentro do agroecossistema tem papel fundamental na
reciclagem de nutrientes, no controle do microclima, na regulacdo de
processos hidrologicos, na detoxificagdo de compostos nocivos e no controle
bioldgico de pragas.

Apesar de terem sido encontrados 14 géneros (Tabela 2), Aspergillus
e Penicillium foram os que apresentaram o maior nimero de espécies tanto
no café organico quanto no café convencional. Doze espécies de Aspergillus
foram divididas em quatro grupos: Se¢do Nigri, Circundati, Flavi e
Versicolor, de acordo com Klich (2002), e cinco espécies de Penicillium: P.

brevicompactum, P. hirsutum, P. crustosum, P. citrinum, P. solitum.

5.4 Amostras de café do tipo pano e varrigédo

Analisando os cafés do tipo pano e varri¢ao, ¢ possivel verificar que
a maioria das espécies identificadas neste estudo foi isolada do café do tipo
pano. No entanto, a parcela varrigdo ¢ reconhecida como sendo a mais
comprometida em termos de quantidade de microrganismos considerados
indesejaveis para a qualidade do café (Batista et al., 2007).

A maior incidéncia de C. cladosporioides ocorreu nas amostras do

tipo pano. Esta espécie coloniza principalmente as partes externas dos graos
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(Martins et al., 2001) e ainda funciona como uma barreira a entrada de
outros fungos prejudiciais a qualidade do café.
Na Figura 3 (A, B, C e D) esta ilustrada a diversidade de fungos

obtida das amostras de café organico e convencional.

Aspergillus Secao Nigri Aspergillus Secao Flavi

FIGURA 3 (A, B, C e D) Microbiota associada a graos beneficiados de café (Coffea
arabica L.) por meio de plaqueamento direto.

5.5 Associagdo de fungos com as espécies toxigénicas
As analises demonstram os fungos filamentosos que estdo
associados com as espécies de fungos toxigénicas e indicam a similaridade
ou a dissimilaridade entre estas espécies. E, nas Figuras 4, 5, 6 ¢ 7, observa-
se quais espécies de fungos estdo associadas com as espécies toxigénicas.
Para estas analises, foram selecionadas as amostras que

apresentaram contaminagdes com A. ochraceus que ¢ uma dos principais
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produtores de ocratoxina A no café e A. flavus conhecido como sendo

produtor de aflatoxina, para cada sistema de cultivo.

O estudo da associagdo de fungos com as espécies toxigénicas,

observadas nas amostras foi realizado utilizando a técnica de andlise de

correspondéncia conforme Guedes et al. (1999). Os resultados sdo ilustrados

nas Figuras 4 (A,B,C e D).
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FIGURA 4 Grafico do perfil da associagdo de fungos toxigénicos

nos graos de café de cultivo orgénico e convencional.

A: A. flavus no café organico x fungos, B: A.

ochraceus no café orgénico x fungos, C: A. flavus no

café convencional x fungos e D: A. ochraceus no café

convencional x fungos.

De acordo com os resultados ilustrados na Figura 4 (A), foi possivel

verificar a associacdo entre as amostras 1 ¢ 3 com os outros fungos. As
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espécies que estdo associadas com A. flavus no café orgénico sao
Cladosporium cladosporioides, A. ochraceus e P. brevicompactum.

No entanto, de acordo com as coordenadas e as contribui¢des, ndo é
possivel associar Colleototrichum gloesporioides, Fusarium equiseti e A.
foetidus com esse fungo toxigénico.

Os resultados ilustrados na Figura 4(B) demonstram, por meio das
coordenadas e das contribuigdes, que ndo existe uma associacdo evidente
entre as amostras 1, 2, 3 e 4 e os outros fungos com as espécies A. foetidus,
A. flavus, P. brevicompactum e Cladosporium. Tal afirmagdo € feita de
acordo com os valores encontrados na tabela 3 e 4(em anexo), mais
especificamente = das  coordenadas e  contribui¢des  analisadas
simultaneamente para cada componente.

Os resultados encontrados na Figura 4(C) evidenciam a formacdo de
um grupo por meio da associacdo entre A. flavus, A. ochraceus ¢ C.
cladosporioides no café convencional. Um estudo realizado por Shantha
(1999) revelou que o fungo Cladosporium sp. foi a espécie menos eficiente
para degradar a aflatoxina, registrando menos de 10% de inibigao.

De acordo com os resultados demonstrados na Figura 4(D), ¢
possivel verificar que, por meio das coordenadas e contribui¢des, houve a
formagdo de apenas um grupo. O fungo C. cladosporioides associou-se com
A. ochraceus nas amostras 1 e 3. Conforme Pereira (2008), C.
cladosporioides tem a capacidade de degradar mais de 85% da ocratoxina
produzida pelo A. ochraceus. No entanto, os fungos R. stolonifer, F.
oxysporum e A. flavus ndo estdo associados com esse fungo toxigénico. Em
estudo realizado por Abrunhosa et al. (2002) foi demonstrado que este fungo
tem capacidade significativa de degradar a ocratoxina A.

Os resultados da associacao de espécies de fungos com as espécies
toxigé€nicas indicam que tanto no café convencional e no orgénico, A.
ochraceus e A. flavus estdo associado com Cladosporium cladosporioides.
Esse fungo pode ser um bioprotetor para o café orgdnico e convencional,

frente a A. ochraceus. De acordo com Martins et al. (2001), o crescimento de
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Cladosporium funciona como uma barreira a entrada de outros fungos
prejudiciais a qualidade do café. Portanto, a interagdo entre A. ochraceus e
Cladosporium cladosporioides pode ser considerada positiva para a

segurancga do café.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que:

. Aspergillus, Penicillium e Fusarium foram os principais géneros de
fungos encontrados nos graos de café organico e convencional;

. foram identificados 346 isolados de fungos, sendo 32 espécies e¢ 14
diferentes géneros associados as amostras de café, nos dois sistemas de
cultivo;

. as espécies de fungos filamentosos encontradas no café orgénico
foram: A. flavus. A. foetidus, A. ochraceus, A. oryzae, A. parasiticus, A.
sulphureus, A. tamarii, A. versicolor, Bipolaris sp., Cladosporium
cladosporioides, Colleototrichum gloesporioides, F. equiseti, F. oxysporum,
F. solani, F. semitectum, Gliocladium sp., G. cingulata, M. hiemalis, P.
brevicompactum, P. hirsutum, Phoma sp. e T. harzianum; e no café
convencional foram encontradas as seguintes espécies: Alternaria alternata,
A. foetidus, A. niger, A. niger Agregados, A. ostianus, A. tubingensis,
Cladosporium cladosporioides, Epicoccum purpurascens, F. equiseti, F.
oxysporum, F. semitectum, P. brevicompactum,P. citrinum, P. crustosum, P.
solitum e R. histolonifer;

. ariqueza ¢ a biodiversidade de fungos filamentosos foram maiores
nas amostras de café organico do que no convencional;

. existe associacdo entre o fungo A. ochraceus e Cladosporium
cladosporioides no café convencional;

. existe uma associa¢do entre o fungo A. flavus e Cladosporium

cladosporioides no café organico e convencional.
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CAPITULO 3

BIODIVERSIDADE DE FUNGOS EM GRAOS DE CAFE
CULTIVADOS EM FAZENDAS ORGANICAS E
CONVENCIONAIS DE POCO FUNDO, MG

1 RESUMO

Os frutos de café produzidos de forma organica ou convencional
estdo sujeitos a contaminag¢do de diversas espécies de fungos que podem
estar relacionados a ma qualidade da bebida e a producdo de micotoxinas.
Este estudo foi realizado com o objetivo de identificar a biodiversidade de
fungos filamentosos isolados nos grios de café produzidos em fazendas
orgénicas e convencionais de uma mesma localidade. Das 15 amostras
analisadas, foram identificados 212 isolados, pertencentes a 11 diferentes
géneros. O principal género encontrado foi o Aspergillus, sendo isolados
fungos das Se¢des Circundati, Nigri, Flavi e Versicolores. As amostras que
obtiveram o maior indice de contaminagdo foram as que nio passaram pelo
processo de desinfeccdo com hipoclorito de sodio a 1%. As amostras de
graos de café de cultivo organico apresentaram o maior indice de riqueza e
diversidade dentro de uma mesma localidade, com condi¢Oes climaticas
muito proximas. Uma maior diversidade de fungos neste sistema ¢
fundamental para manter o equilibrio ecologico, a sustentabilidade e
fornecer ferramentas para combater doengas e pragas.

Palavras-chave: café, fungos, desinfec¢éo
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2 ABSTRACT

The fruits of organic and conventional coffee are subject the
contamination of several species of fungi and they can be related to the bad
quality of the drink and the mycotoxins production. This study had as
objective identifies the biodiversity of isolated filamentous fungi in the
coffee beans produced in organic and conventional farms of a same place.
Two hundred and twelve isolated belonging to eleven different genders were
identified of the fifteen analyzed samples. The main found gender was
Aspergillus, being isolated fungi of the Sections Circundati, Nigri, Flavi and
Versicolores. The samples that obtained the largest index of contamination
were the ones that didn't pass for the disinfection process with hypochlorite
of sodium to 1%. The samples of coffee beans of organic cultivation
presented the largest wealth index and diversity inside of a same place with
very close climatic conditions. A larger diversity of fungi in this system is
fundamental to maintain the ecological balance and to supply tools to
combat diseases and curses.

Key words: Coffee, Fungi, Disinfections
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3 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor ¢ exportador mundial de café (Coffea
arabica L.). A produgdo de café em 2009 foi de 28,9 milhdes de sacas. O
estado de Minas Gerais ¢ o maior produtor, com 19,60 milhdes de sacas ou
68,08% do total do café produzido no Brasil (CONAB, 2009).

Os frutos estdo expostos a uma diversidade de microrganismos que
podem estar relacionados a ma qualidade da bebida e a produgdo de
micotoxinas. A falta de boas praticas agricolas aumenta as contaminagdes e
0 desenvolvimento de microrganismos, principalmente os fungos
toxigé€nicos. Esses fungos contaminam os frutos e os graos de café durante
todas as fases de desenvolvimento, que sdo colheita, preparo, transporte e
armazenamento (Batista et al., 2003; Batista et al., 2009).

Nas ultimas décadas, tem aumentado a procura por alimentos
saudaveis, isentos de residuos e contaminantes quimicos. Por esta razdo, a
agricultura organica tornou-se um mercado em expansdo, que atende as
exigéncias dos consumidores que procuram produtos de melhor qualidade e
que se preocupam com as questdes ligadas a satide e ao meio ambiente.

No mercado mundial, existe uma crescente demanda por produtos
organicos. No ano de 2006, o mercado de produtos orgénicos cresceu quase
14%, o que representa cerca de 37 bilhdes de dolares (Giovannucci &
Villalobos, 2007). Os produtos organicos, além de manter a biodiversidade
do ambiente, poupam a satde dos trabalhadores e o preco obtido em sua
comercializagdo ¢ maior do que na do café convencional (Theodoro et al.,
2002; Giovannucci & Villalobos, 2007; Letourneau & Bothwell, 2008).

A produgdo de café orginico em Minas Gerais, geralmente, ¢ feita
por pequenos proprietarios rurais, que se unem em cooperativas, para
comercializar os produtos. Mesmo havendo uma crescente demanda pela
agricultura organica, ainda nao existem informag¢des de pesquisas suficientes
sobre este assunto (Bettiol et al., 2002). Por esta razdo, este estudo foi

realizado com o objetivo de analisar a biodiversidade de fungos filamentosos
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em graos de café beneficiados, produzidos de forma tradicional e organica

no municipio de Pogo Fundo, MG.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Quinze amostras de graos de café organico e convencional foram
analisadas neste experimento. As amostras examinadas foram obtidas na
cidade de poco Fundo que se situa a 21° 46’ de latitude sul e 45° 57° de
longitude oeste. Possui area de 475 Km? clima tropical-temperado,
temperatura média anual de 20°C, precipitagdo média anual de 1592,7 mm e
altitude maxima de 1435m.

Na tabela 1, é possivel observar o nimero de amostras de graos de

café de cultivo orgénico e convencional.

TABELA 1 Localizagdo e nimero de amostras de grdos de café de cultivo organico
e convencional do municipio de Pogo Fundo.

Municipio Cultivo Tipo Numero de
amostras
Pogo Fundo Orgéanico Varrigédo 3
Pogo Fundo Organico Pano 5
Pogo Fundo | Convencional Varri¢do 3
Poco Fundo | Convencional Pano 4

A purificagdo ¢ a identificacdo dos fungos em ambito de espécie
ocorreram no Laboratério de Micologia e Micotoxinas do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos e no Laboratorio de Micologia do Departamento de

Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

4.2 Isolamento dos fungos filamentosos

Para o isolamento dos fungos associados aos griaos de café
beneficiado, foi utilizada a técnica de plaqueamento direto, conforme
Sansom et al. (2004).

De cada amostra foram coletados 200 grdos ao acaso, sendo 100

graos com desinfec¢do superficial e 100 graos sem desinfec¢do superficial.
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Foi realizada uma desinfestagdo com hipoclorito de soédio a 1%, visando a
identificagdo dos fungos presentes no interior dos graos.

Durante o processo de desinfestagdo, inicialmente, foi feita uma
imersao das amostras em alcool 70% para se fazer uma primeira desinfec¢do
superficial e diminuir a tensdo superficial do grao, permitindo o melhor
contato entre a solugdo de hipoclorito e os graos. Depois, as amostras foram
imersas em uma solucao de hipoclorito de so6dio a 1%, durante 30 segundos,
sendo utilizada uma solug¢do de hipoclorito para cada amostra analisada. E,
como ultimo passo da desinfec¢do, as amostras de café foram lavadas com
adgua destilada e esterilizada, com a finalidade de retirar residuos de
hipoclorito de sédio.

Apdés a desinfestacdo, os 100 graos foram transferidos
assepticamente para as placas de Petri contendo meio de cultura dicloram
rosa de bengala cloranfenicol (DRBC) (glicose 10g, peptona bacteriologica
5g; KH,PO, 1g; MgS0O,. 7H,O 0,5g; agar 15g; agua destilada 1L; rosa de
bengala 25mg, dicloran 2mg; cloranfenicol 100g). Em cada placa foram
colocados 25 grios de cada amostra, os quais foram incubados a 25°C, por 7
dias. A contaminacdo dos graos foi expressa em porcentagem de graos
contaminados.

O isolamento dos fungos foi realizado com o auxilio de palitos de
madeira esterilizados em autoclave (20 minutos, a 121°C), transferindo-os
com um leve toque na cabega conidial dos fungos, que cresceram na
superficie do grdo, para uma placa de Petri contendo malt extract agar (MA-
extrato de malte 20g, agar 20g e agua destilada 1L), os quais foram

repicados sucessivamente, até a obtengdo de culturas puras.

4.3 ldentificacao de espécies do género Aspergillus sp. e Penicillium sp.
Apbs o isolamento feito em MA, as coldnias dos fungos apresentam

caracteristicas morfoldgicas que possibilitam fazer um direcionamento dos

meios de cultura que devem ser utilizados de acordo com o provavel género.

Os isolados do género Aspergillus foram incubados em czapek yeast agar
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(CYA) (K,HPO, 1,0g; concentrado de Czapek 10.0 mL; extrato de levedura
5,0g; agar 15,0g; agua destilada 1 L; concentrado Czapek NaNO; 30g; KCl
5,0g; MgS0,4.7H,0 5,0g; FeSO4 .7H,0 0,1g; ZnSO,4 .7H,0 0,1g; CuS0,.5
H,O 0,05g, agua destilada 100ml) e MEA (extrato de malte 20,0g; peptona
1,0g; glucose 30,0g; agar 20g; agua destilada 1 L) a 25°C e a 37°C e, apds 7
dias de incubagao, foram observadas as caracteristicas microscopicas e
macroscopicas descritas por Klich (2002).

As caracteristicas macroscopicas foram: coloracdo e didmetro das
coldnias, presenca ou auséncia e coloragdo dos esclerodios e coloragdo no
reverso, em todos os meios de cultura. As caracteristicas microscopicas
foram: o arranjo entre métulas e fialides ligadas a vesicula, comprimento do
conididforo, forma e tamanho dos conidios, vesiculas, métulas e fialides,
textura dos conidios e do conididforo.

Os isolados de Aspergillus foram identificados conforme Klich
(2002) e as espécies de Penicillium de acordo com Pitt (2000), sendo essas

identificagdes amparadas por Pitt & Hocking (1997) e Samson et al. (2000).

4.3.1 ldentificacéo das espécies do género Fusarium sp.

Apds a purificacdo dos isolados, a identificacdo foi realizada de
acordo com Nelson et al. (1983). Os fungos foram inoculados em placas
contendo meio de SNA (KH,PO,4 1g; KNO; 1g; MgS0O,. 7H,0; KCI 0,5g;
glicose 0,2g; sacarose 0,2g; agar 20g ¢ agua destilada 1L) e MA, para
analisar as caracteristicas microscépicas e em BDA para observar a
coloragdo das colonias. As placas foram mantidas em BOD com fotoperiodo,

a 21°C, por 10 dias.

4.3.2 ldentificacdo das espécies dos géneros Mucor, Rhizopus,
Cladosporium e Trichoderma

Os isolados destes géneros foram cultivados em extrato de malte
(MEA), a 25°C, por 7 dias e a identificacdo seguiu o protocolo de Samson et

al. (2000).
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4.3.3 ldentificacdo das espécies dos géneros Colleototrichum, Glomerella,
Bipolaris e Epicoccum

Os isolados destes géneros foram cultivados em malt extract agar
(MA), a 25°C, por 7 dias e a identificacdo desses fungos foi realizado de
acordo com Ellis (1971).

4.3.4 ldentificacdo das espécies dos géneros Phoma e Alternaria
Os fungos que pertencem a estes géneros foram inoculados em
oatmeal agar (AO) CBS (aveia 30g, agua destilada 1L, 4gar 15g), por sete

dias, a temperatura de 25°C e foram identificados conforme Ellis (1971).

4.4 Analises estatisticas

A metodologia estatistica utilizada neste trabalho consistiu na
construcdo de um intervalo de confianga de 95% para o desvio padrdo, com
a finalidade de inferir a dispersdo da ocorréncia de fungos filamentosos nas
amostras de café orgénico e convencional. Posteriormente, com o propoésito
de identificar as relagdes entre as espécies toxigénicas e nao toxigénicas, por
meio da formagdo de agrupamentos, utilizou-se a técnica de correspondéncia

simples, conforme a metodologia descrita por Guedes et al. (1999).

4.5 Calculo dos indices de biodiversidade
Para avaliar a diversidade das colonias fingicas dos graos de café de
cultivo orgénico e convencional, foram utilizados os seguintes indices:
1) indice de riqueza de Margalef (Rm): estima o namero de espécies
levando-se em conta o numero total de individuos. O indice ¢ dado por:
Rm=(S-1)/(Inn)
em que S € o numero de espécies e n ¢ o nimero de individuos

identificados.
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2) indice de diversidade de Shannon-Weiner (H’): leva em conta a
riqueza ¢ o numero de individuos de cada espécie, sendo comumente
utilizado em estudos de ecologia de comunidades (Magurran, 1988).

H'=-X (pi. In pi)
em que pi € a propor¢do de individuos de cada espécie i em relagao

ao numero total de individuos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento da microbiota fungica

Foram detectados, nas amostras de gridos de café organico e
convencional, 212 isolados fungicos. Esses isolados pertencem a 11
diferentes géneros, predominando Aspergillus, Penicillium e Fusarium
(Figura 1). Estes resultados estdo proximos dos obtidos em estudos de
biodiversidade de fungos filamentosos em graos de café (Silva et al., 2000;
Joosten et al., 2001; Pasin et al., 2002; Pereira, 2002; Pimenta & Vilela et al.,
2003; Batista et al., 2003; Batista et al., 2007; Silva et al., 2008; Visotto et
al., 2008).

A presenca desses fungos no café organico e convencional &
prejudicial, pois os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium sdo os mais
frequentemente associados com a produg@o de micotoxinas (Yiannikouris &
Jouany, 2002; Sidhu, 2002).

O indice de contaminacdo corresponde a ocorréncia de fungos
filamentosos nos graos de café de cultivo organico e convencional pode ser

analisado na Figura 1.
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1) Café organico com desinfecc¢do; 2) Café organico sem desinfec¢do; 3) Café
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FIGURA 1 Contagem de fungos filamentosos isolados nos graos de café.
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Além dos fungos predominantes, a presenga de Cladosporium,
Mucor, Rhizopus, Trichoderma, Colleototrichum, Gliocladium, Epicoccum e
Alternaria também foi constatada.

A maior parte dos géneros identificados neste estudo ja tinha sido
confirmada em amostras de café convencional, no Brasil (Taniwaki et al.,
2003; Silva et al., 2000; Urbano et al., 20001; Pereira, 2002; Batista et al.,
2003). No entanto, ndo existem registros bibliograficos sobre a incidéncia de
fungos filamentosos no café organico. Portanto, os fungos A. flavus, A.
foetidus, A. ochraceus, A. oryzae, A. sulphureus, A. versicolor, C.
cladosporioides, C. gloesporioides, F. oxysporum, F. semitectum, F. solani,
Gliocladium sp., Mucor hiemalis, P. brevicompactum, P. hirsutum, P.
solitum e T. harzianum sdo os primeiros encontrados em grdos de café
organico neste pais. A diversidade de fungos é importante para estimar o
papel funcional dos fungos nos ecossistemas e, assim, explorar
economicamente estes microrganismos.

Todas as amostras estudadas apresentaram contaminagdes por
espécies de fungos. No entanto, quando se realizou a desinfeccdo da
superficie dos graos, houve redugdo do indice de contaminagdo por fungos
filamentosos e maior presenca de fungos leveduriformes.

Analisando o intervalo de 95% de confianca para o desvio padrdo
(Figura 2), ¢ possivel afirmar que a contamina¢do com fungos filamentosos
tem uma maior dispersdo nas amostras de café organico.

A interpretacdo da Figura 2 refere-se a dispersdo (homogeneidade)
ou (heterogeneidade) entre as amostras de café orgénico e convencional.

A analise da variabilidade da frequéncia dos fungos em relagdo a

média das observagdes para cada tratamento pode ser observada na Figura 2.
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FIGURA 2 Analise da dispersao de fungos filamentosos nas amostras de café¢ de
cultivo organico e convencional (Tratamento 1: café organico com
desinfecgdo, 2: café organico sem desinfecgao, 3: café convencional
com desinfeccdo e 4: café convencional sem desinfecgio).

Estes resultados demonstram que, nos graos de café cultivados sob

sistema organico e convencional,

os principais géneros de fungos

encontrados foram Aspergillus, Fusarium e Penicillium, sendo estes géneros

0s principais responsaveis pela contaminagdo dos graos de café em diversos

estudos, como os realizados por Batista et al. (2003), Batista & Chalfoun

(2007), Silva et al. (2008) e Visotto et al. (2008). Além dos fungos

filamentosos, as amostras de café convencional que passaram pelo processo

de desinfec¢do com hipoclorito de soédio a 1% apresentaram alto nivel de

infeccdo com leveduras. Similarmente, Urbano et al. (2001) encontraram

100% de contaminacao por leveduras e fungos em amostras de graos de café

analisadas em diferentes estdgios de maturagdo e processamento.
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Os tratamentos 1 ¢ 3 (Figura 2) tiveram uma redugédo significativa de
contaminacdo com fungos filamentosos. Isso ocorreu porque a desinfecgdo
das amostras de café eliminou a maioria dos fungos presentes no exterior dos
graos.

As amostras de café que nao foram desinfetadas com hipoclorito de
sodio a 1% tiveram o maior indice de contamina¢do, conforme mostrado na
Figura 2. Os grupamentos 2 e 4 apresentaram maior variabilidade.
Supostamente, uma das amostras que resultaram em resposta discrepante em
relagdo a média pode ser explicada pela ocorréncia de fungos. No entanto,
apos o processo de desinfestacio dos graos, ocorreu uma reducdo
significativa do indice de contaminag@o. Noonim et al. (2008) demonstraram
que, apos o método de desinfestacdo, a contaminagdo dos graos de café
reduziu de 98% para 60%.

O género Aspergillus foi responsavel pela contaminag¢do da maioria
das amostras de grdos de café cultivados de forma orgénica e convencional
(Figura 1). Portanto, Aspergillus foi o género predominante, com
aproximadamente 34,43% dos grdos contaminados por espécies da Secdo
Circundati, Nigri, Flavi e Versicolor (Tabela 2).

A metodologia utilizada neste trabalho (plaqueamento direto e
indireto usando o meio DRBC) foi satisfatoria devido a diversidade de
fungos filamentosos isolada das amostras (Tabela 1). Suarez-Quirds (2004)
relata que ndo conseguiu isolar nenhum fungo produtor de toxina, pois
utilizou a técnica do plaqueamento direto com DGI18 e obteve resultado
negativo. Portanto, a escolha da metodologia ¢ fundamental para se obter um
resultado positivo, principalmente se pretende avaliar a biodiversidade dos
fungos.

Na Figura 2(A), ¢ possivel observar que os isolados do género
Aspergillus foram encontrados em maior abundéancia nas amostras de café
organico que ndo passaram pelo processo de desinfeccdo com hipoclorito de
sodio a 1%. Isso indica que as espécies pertencentes a esses géneros

contaminam principalmente o exterior dos grdos de café. Os isolados de
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Aspergillus apresentam ampla distribuigdo e, geralmente, estdo relacionados
com o solo e a vegetagdo (Klich, 2002).

A presenca destas espécies no café é preocupante, pois esses
microrganismos tém a capacidade de produzir micotoxinas. A ocratoxina A
presente em amostras de café tem sido atribuida a presenca, principalmente,
de espécies do género Aspergillus pertencentes as Se¢des Circumdati e Nigri
(Urbano et al., 2001; Batista et al., 2003).

Para a cafeicultura, a saude da lavoura € essencial para a reducdo de
risco da presenca de micotoxinas. Consequentemente, a presenca de
fitopatdégenos pode favorecer o desenvolvimento de fungos micotoxigénicos
que, na maioria das vezes, sdo oportunistas (Fischer, 2007).

Recentemente, tem-se sugerido que os alimentos organicos seriam
mais propensos a contaminacdo por micotoxinas do que os alimentos
convencionais, pois ndo sdo tratados da mesma forma com agentes
antifingicos (Khouba, 2003). No entanto, ainda ndo existem evidéncias de
que os alimentos especiais sejam mais propensos a contaminagdao por
micotoxinas do que os convencionais (FAO, 2000).

Varios fatores estdo envolvidos na cafeicultura organica e
convencional e que podem favorecer ou ndo o desenvolvimento de espécies
toxigénicas. A biodiversidade microbiana é um deles, ora podendo impedir a
produgdo de micotoxinas, degradando a toxina em meio natural ou, até
mesmo, favorecendo, devido a formagdo de um ambiente competitivo. Se o
uso de pesticidas pode selecionar patogenos resistentes que favorecem a
infec¢do de fungos micotoxigé€nicos, os fungicidas podem também controlar
os fungos produtores de micotoxinas.

Em relagdo ao fungo Fusarium na Figura 2(B) observa-se que as
amostras que foram submetidas aos tratamentos 2 ¢ 4 revelaram uma maior
variabilidade. De maneira suposta, uma das amostras que resultaram em
resposta discrepante em relacdo a média pode ser explicada pela ocorréncia
de fungos. Os isolados de Fusarium contaminaram principalmente as

amostras que nao foram desinfetadas. No entanto, eles também foram
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encontrados em abundéncia nas outras analises. De acordo com Pfenning &
Martins (2005), as espécies de F. oxysporum, F. solani, F. verticillioides, F.
equiseti e F. stilboides foram encontradas em raizes, folhas, galhos e tronco
de plantas de café com sintomas de murcha.

Na Figura 2(C) ¢ possivel observar que os tratamentos 1 e 2
apresentaram uma maior variabilidade quando comparados aos outros
tratamentos. A contamina¢do das amostras com os isolados de Penicillium
foi significativamente maior nos graos organicos que nao sofreram o
processo de desinfeccdo. As amostras de café convencional tiveram uma
pequena porcentagem de contaminacdo, principalmente das analises que
foram desinfetadas. Segundo Chalfoun et al. (2003) as espécies de P.
variabile, P. citrinum e P. minioluteum foram as espécies de Penicillium
mais encontradas nos gridos de café organico. Estas espécies ndo sdo
produtoras de micotoxinas. A presenca deste género no café¢ pode ser
considerada positiva, uma vez que varios trabalhos indicam que ele ¢ um

potencial solubilizador de fosfato.

5.2 Biodiversidade de fungos no café organico e convencional

Das quinze amostras de grios de café analisadas, foram obtidos 212
isolados fungicos, sendo 23 espécies pertencentes a 11 géneros. As
principais espécies encontradas nas amostras de café de cultivo organico e

convencional podem ser observadas na Tabela 2.
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TABELA 2 Biodiversidade de fungos isolados de graos de café organico e
convencional (Com desin.: com desinfec¢do, Sem desin.: sem
desinfecgdo)

Espécies

CONVENCIONAL

ORGANICO

PANO

VARRICAO

PANO

VARRICAO

Com | Sem
desin. | desin.

Com | Sem
desin. | desin.

Com | Sem
desin. | desin.

Com | Sem
desin. | desin.

Alternaria
A. alternata
Aspergillus
A. flavus
A. foetidus
A. niger
A. ochraceus
A. oryzae
A. sulphureus
A. tubingensis
A. versicolor
Cladosporium
C. cladosporioides
Colleototrichum
C. gloesporioides
Epicoccum
E. purpurascens
Fusarium
F. oxysporum
F. semitectum
F. solani
Gliocladium sp.
Mucor
M. hiemalis

Penicillium
P.
brevicompactum

P. citrinum
P. hirsutum
P. solitum
Rhizopus
R. stolonifer
Trichoderma
T. harzianum
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Vinte e trés espécies foram encontradas nas amostras de café
cultivadas sob sistema organico ¢ convencional. A espécie que apresentou o
maior numero de isolados foi A. ochraceus (28 isolados).

Os Aspergillus amarelos da Secdo Circundati foram o grupo
predominante, com 41,09% de contaminagéo (A. ochraceus, A. sulphureus),
seguido da Se¢do Nigri com 27,39% (A. niger, A. foetidus, A. tubingensis),
27,39% da Segdo Flavi (A. flavus e A. oryzae) e 4,1% da Secao Versicolor
(A. versicolor). Conforme Klich (2002), as espécies do género Aspergillus
apresentam ampla distribui¢do, sendo encontradas frequentemente em
regides quentes e sua distribuicao esta relacionada com o clima, a vegetagdo
e o solo. Esta espécie também tem sido repetidamente associada aos graos de
café (Pimenta & Vilela, 2003; Chalfoun & Batista, 2003).

Batista et al. (2009) analisaram amostras de café processadas pela
via seca ¢ Umida e detectaram 80% de isolados pertencentes ao género
Aspergillus Segdo Circundati, em todas as fases de colheita e
processamento.

Os fungos do género Aspergillus e Penicillium foram os que
obtiveram o maior numero de espécies. Oito espécies de Aspergillus, sendo
A. flavus, A. ochraceus, A. foetidus, A. versicolor, A. oryzae, A. niger, A.
sulphureus, A. tubingensis e quatro espécies de Penicillium: P.
brevicompactum, P. hirsutum, P. citrinum e P. solitum.

A presenga de espécies de Penicillium em graos de café beneficiado
também foi evidenciada por Batista & Chalfoun (2007), que identificaram P.
brevicompactum, P. citrinum, P. commune, P. minioluteum, P. variabile, P.
expansum e P. corylophilum, associadas a grdos de café coletados em 11
municipios da regido do sul de Minas Gerais.

De acordo com Chalfoun & Batista (2003), as espécies de
Aspergillus e Penicillium sdo de ocorréncia cosmopolita ¢ estdo entre os
microrganismos mais abundantes e sucedidos, sendo normalmente

associadas a graos armazenados ou danificados.
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Constatou-se, por meio do calculo do indice de Margalef e do indice
de Shannon, que as amostras de café organico t€ém maior riqueza de espécies
e de biodiversidade.

Nas amostras de café organico, o indice de riqueza foi de 3,29,
enquanto no café convencional foi de 2,26. Quanto ao indice de Shannon, as
amostras organicas apresentaram H'= 4,42, no entanto, para o café
convencional, o indice de biodiversidade foi menor, H'=2,91.

Portanto, as amostras de café organico possuem maior
biodiversidade quando comparadas as de café convencional. Estes resultados
corroboram com os estudos realizados Oehl et al (2004) que observaram
uma maior diversidade de espécies de fungos micorrizicos no sistema
convencional.

Segundo Hyde (2001) uma maior diversidade de organismos no
sistema organico mantém o equilibrio biolégico e proporciona menos
problemas com doengas e pragas.

Nos ltimos anos, varios trabalhos foram desenvolvidos sob sistemas
de cultivo convencional e organico e os resultados tém mostrado aumentos
no conteudo de matéria organica, atividade e biomassa microbiana em solos
manejados organicamente (Edmeades, 2003; Glover et al., 2000; Melero et
al., 2005; Tu et al., 20006).

A reducdo da biodiversidade do solo é considerada negativa
(Hendrix et al., 1990), pois, as alteracdes na diversidade bioldgica podem
reduzir as fontes de alimentos, combustiveis, recursos medicinais ou

genéticos (Chapin et al., 2000).
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo conclui-se que:

. os principais géneros de fungos encontrados nas amostras de graos
de café organico e convencional de Pogo Fundo- MG foram Aspergillus,
Penicillium e Fusarium;

. foram identificados 212 isolados, sendo 23 espécies pertencentes a
11 géneros que estdo associados as amostras de café, nos dois sistemas de
cultivo;

. as espécies de fungos encontradas no café organico do municipio
de Poco Fundo foram: A. flavus. A. foetidus, A. ochraceus, A. oryzae, A.
sulphureus, A. versicolor, Cladosporium cladosporioides, Colleototrichum
gloesporioides, F. oxysporum, F. solani, F. semitectum, Gliocladium sp., M.
hiemalis, P. hirsutum,P. solitum, e T. harzianum; e no café convencional
foram encontradas as seguintes espécies: Alternaria alternata, A. niger, A.
tubingensis, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum purpurascens, F.
oxysporum, F. semitectum, P. brevicompactum, P. citrinum, e R.
histolonifer;

. ariqueza e a biodiversidade de fungos filamentosos foi maior nas

amostras de café organico do que nas amostras de café convencional.
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TABELA 1 Coordenadas e contribui¢des das amostras com o

fungo A. flavus.

Componente 1 Componente 2
Nome Proporgéo Coord. Contr. Coord.  Contr.
Amostra 1 0,324 -0,046 0,002 0,310 0,222
Amostra 2 0,216 0,980 0,668 -0,259 0,103
Amostra 3 0,230 -0,231 0,040 0,346 0,196
Amostra 4 0,230 -0,627 0,290 -0,540 0,478

TABELA 2 Coordenadas e contribuicdes de A. flavus e outros

fungos no café organico.

Componente 1 Componente 2
Nome Propor¢do  Coord. Contr. Coord. Contri.
P. brevicompactum 0,135 0,195 0,017 -0,063 0,004
A. foetidus 0,216 0,730 0,371 -0,431 0,287
F. equiseti 0,108 1,298 0,586 -0,311 0,075
Colleototrichum 0,095 -0,225 0,015 0,869 0,510
Cladosporium 0,257 -0,044 0,002 0,255 0,119
A. ochraceus 0,189 0,125 0,010 -0,065 0,006

TABELA 3 Coordenadas ¢ contribui¢des das amostras com o

fungo A. ochraceus.

Componente 1 Componente 2
Nome Proporgao Coord. Contri. Coord.  Contri.
Amostra | 0,340 0,452 0,486 0,024 0,004
Amostra 2 0,319 -0,295 0,194 0,272 0,463
Amostra 3 0,128 -0,592 0,312 -0,340 0,290
Amostra 4 0,213 0,074 0,008 -0,241 0,243

TABELA 4 Coordenadas e contribui¢des de A. ochraceus e outros

fungos no café organico.

Componente 1 Componente 2
Nome Proporg¢ao Coord.  Contri. Coord.  Contri.
Amostra 1 0,245 1,020 0412 0471 0,337
Amostra 2 0,226 -0,206 0,016 -0,138 0,027
Amostra 3 0,264 -1,107 0,524 0,251 0,103
Amostra 4 0,264 0,337 0,049 -0,570 0,533
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TABELA 5 Coordenadas e contribui¢des das amostras com o

fungo Aspergillus flavus

Componente 1 Componente 2
Nome Proporg¢ao Coord. Contri. Coord.  Contri.
P. brevicompactum 0,213 -0,052 0,004 -0,350 0,512
A. flavus 0,085 -0,238 0,034 -0,317 0,168
A. foetidus 0,404 -0,334 0,315 0,186 0,274
Cladosporium 0,298 0,558 0,648 0,089 0,046

TABELA 6 Coordenadas e contribuigdes Aspergillus flavus e

outros fungos no café convencional

Componente 1 Componente 2
Nome Propor¢do  Coord. Contri. Coord.  Contri.
P. brevicompactum 0,113 0,517 0,049 0,415 0,121
A. niger 0,189 1,036 0,328 0,395 0,183
Rhizopus 0,208 0,540 0,098 -0,517 0,344
A. ochraceus 0,189 -0,697 0,148 -0,074 0,006
F. oxysporum 0,132 -1,244 0,331 0,487 0,194
Cladosporium 0,170 -0,414 0,047 -0,379 0,152

TABELA 7 Coordenadas ¢ contribui¢des das amostras com o

fungo Aspergillus ochraceus

Componente 1 Componente 2
Nome Propor¢do  Coord. Contri. Coord.  Contri.
Amostra 1 0,313 0,049 0,001 -0,461 0,642
Amostra 2 0,281 -1,042 0,587 0,215 0,126
Amostra 3 0,031 -0,170 0,002 -0,242 0,018
Amostra 4 0,375 0,754 0,410 0,243 0,214

TABELA 8 Coordenadas e contribuigdes de Aspergillus

ochraceus e outros fungos no café convencional

Componente 1 Componente 2
Nome Proporgao Coord.  Contri. Coord.  Contri.
Rhizopus 0,250 -1,066 0,546 0,143 0,049
F. oxysporum 0,219 0,906 0,345 0,443 0,415
Cladosporium 0,313 -0,123 0,009 -0,078 0,018
A. flavus 0,219 0,487 0,100 -0,495 0,518
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